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1 Einleitung 
 
Störungen der mitochondrialen Funktion sind an über 100 Erkrankungen (Mitochondriopathien) 
beim Menschen beteiligt (FINSTERER 1997; SERVIDEI 2004). Auch in der Veterinärmedizin 
wurden diverse Fallbeispiele beschrieben (WENTINK et al. 1974; HOULTON und HERRTAGE 
1980; PALMER et al. 1988; HARPER et al. 1989; BREITSCHWERDT et al. 1992; VALBERG et 
al. 1994; SUMMERS et al. 1995; BRENNER et al. 1997a; OLBY et al. 1997a; OLBY et al. 1997b; 
BRENNER et al. 1997b; PLATT et al. 1999; WAKSHLAG et al. 1999; BRENNER et al. 2000; 
DESJARDINS et al. 2001; GRUBER et al. 2002; PACIELLO et al. 2003; BIELEFELDT-
OHMANN et al. 2004; APPLEYARD et al. 2006). Neben dem nukleären Genom befindet sich in 
der Zelle noch ein weiteres eigenständiges Genom in den Mitochondrien, die mitochondriale DNA 
(mtDNA). Die Kodierung wichtiger Stoffwechselproteine der Mitochondrien ist verteilt auf den 
Zellkern und die Mitochondrien (ANDERSON et al. 1981; MACREADIE et al. 1983; CHOMYN et 
al. 1985; CHOMYN et al. 1986). Zusätzlich kommt es zu einem Transport an Proteinen, indem zum 
Beispiel im Zellkern kodierte Proteine im Zytoplasma synthetisiert und dann in die Mitochondrien 
transportiert werden, um dort ihre Funktion zu erfüllen (RAWLS et al. 2000). 
Die Mitochondrien sind also mit dem Zellkern funktionell so eng verbunden, dass es insbesondere 
bei pathologischen Funktionen der Zelle schwierig sein kann, anhand der Symptome auf die genaue 
Lokalisation der Ursache zu schließen (FINSTERER 2004). Um die Mitochondriopathien 
untersuchen zu können, wurde ein Modell, die so genannten ρ0–Zellen, entwickelt (KING und 
ATTARDI 1989). Diese verfügen über kein eigenes mitochondriales Genom mehr, so dass die 
mitochondriale Genkomponente als Ursache ausgeschlossen werden kann.  
Die selektive Zerstörung des mitochondrialen Genoms wurde bisher über mehrere verschiedene 
Methoden realisiert: u.a. Behandlung der Zellen mit Ethidiumbromid (ZYLBER und PENMAN 
1969; ZYLBER et al. 1969; NASS 1970; LEIBOWITZ 1971), 2’-3’-Didesoxycytidin (ddC) 
(NELSON et al. 1997), Ditercalinium (INOUE et al. 1997) oder eine mitochondrial zielgesteuerte 
Restriktionsendonuklease (SRIVASTAVA und MORAES 2001; TANAKA et al. 2002; KNEISSL 
2004). 
Trotz der funktionellen Zerstörung der Atmungskette proliferieren diese ρ0–Zellen weiter, wenn 
dem Medium Pyruvat und Uridin zugesetzt wird (MORAIS und GIGUERE 1979; MORAIS et al. 
1980; GREGOIRE et al. 1984; KING und ATTARDI 1989). Das Medium dieser Zellen säuert im 
Vergleich zu normalen Zellkulturen schneller an, da sie eine erhöhte Laktatproduktion aufweisen. 
Das während der Glykolyse entstehende NADH wird mit Hilfe des supplementierten Pyruvat 
wieder zu NAD
+
 regeneriert und steht dann erneut zu Verfügung. Dabei entsteht Laktat. 
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Die Notwendigkeit der Uridin-Supplementierung ergibt sich aus einer Funktionsstörung der 
Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH). Dieses Enzym liegt bei Vertebratenzellen als integrales 
Membranprotein in der inneren Mitochondrienmembran und katalysiert die Konversion von 
Dihydroorotat zu Orotat. Die dabei frei werdenden Elektronen werden im Falle einer 
funktionierenden Atmungskette auf diese übertragen (JONES 1980; LIU et al. 2000; EVANS und 
GUY 2004). Die gesamte Reaktion stellt einen Teilschritt der Pyrimidinbiosynthese dar, so dass bei 
einer gestörten DHODH-Funktion nicht mehr ausreichend Pyrimidine von den Zellen selbst 
synthetisiert werden können. Nach erfolgter Supplementierung von Uridin kann dieses dann auch 
von den ρ0–Zellen in Cytidin und Thymidin umgewandelt werden. 
Trotz der verschiedenen Systeme, die zur Herstellung von ρ0-Zelllinien entwickelt wurden, ist es 
bisher nicht möglich, alle Kultur-Zelllinien in einen ρ0-Zustand zu überführen.  
Durch die bereits beschriebene spezielle Stoffwechselsituation ergibt sich die Überlegung, dass 
vielleicht nicht alle Zellen in der Lage sind, das exogen zugeführte Uridin in ausreichender Menge 
aufzunehmen und zu metabolisieren. Die lebenswichtige endogene Pyrimidinmenge könnte dann 
nicht erreicht und aufrechterhalten werden.  
Ziel dieser Doktorarbeit soll eine Verbesserung der Systeme von ρ0-Zelllinien sein, mit der es 
möglich ist, jede beliebige Zelllinie in den ρ0-Zustand zu überführen. 
Im Gegensatz zu der in der inneren mitochondrialen Membran gelegenen DHODH der Vertebraten 
ist die DHODH der Hefe Saccharomyces cerevisiae zytosolisch und somit räumlich nicht mit der 
Atmungskette verbunden (RAWLS et al. 2000). Außerdem ist der terminale Elektronenakzeptor 
dieser DHODH nicht das Ubiquinon -wie bei den Säugetierzellen- sondern Fumarat (NAGY et al. 
1992). Somit ist die DHODH der Hefe S. cerevisiae im Vergleich zur Vertebraten-Isoform auch 
funktionell unabhängig von einer intakten Atmungskette. Um die Funktion der zytosolischen 
DHODH in den ρ0-Zelllinien zu überprüfen, soll das Enzym über verschiedene Vektoren stabil in 
eine ρ0-Zelllinie gebracht werden.  
Literaturübersicht 
 





Eine gebräuchliche Beschreibung für Mitochondrien lautet „Kraftwerke der Zelle“, da dort 
komplexe organische Verbindungen oxidiert werden und dadurch verwertbare Energie der Zelle in 
Form von Adenosintriphosphat (ATP) zur Verfügung gestellt wird. Ihre Entstehung in der 
eukaryontischen Zelle wird über die Endosymbionten-Theorie erklärt (MARGULIS 1975; GRAY 
1992). Diese besagt, dass die Symbiose eines anaeroben Archeobakteriums mit einem 
respirationskompetenten Proteobakterium zur Bildung eukaryontischer Zellen während der 
Evolution führte. Dieses symbiotische Zusammenleben entwickelte sich weiter. Dabei fand ein 
Gentransfer zwischen dem Endosymbionten und seiner Wirtszelle statt, der dazu führte, dass die 
Mitochondrien nicht mehr länger autonom funktionsfähig sind. Zelle und Mitochondrien sind 




Mitochondrien sind intrazelluläre Organellen, die in spherischer bis ovoider Form eine Breite von 
etwa 0,1 bis 0,5µm haben (Abb. 2.1). Sie sind, abhängig von der metabolischen Aktivität und dem 
Sauerstoffumsatz der Zelle, in unterschiedlicher Zahl vorhanden: durchschnittlich enthalten Zellen 
500 bis 2000 Mitochondrien, Erythrozyten sind mitochondrienlos und quergestreifte Muskulatur 
enthält bis zu 10 000 Mitochondrien pro Zelle. Innerhalb der Zelle stellen Mitochondrien 
dynamische Strukturen dar, die abhängig von Fusions- und Fissionsereignissen nicht nur einzeln, 
sondern auch in Form von Netzwerken auftreten können (BEREITER-HAHN und VOTH 1994). 
Nicht nur bezüglich ihrer Struktur, sondern auch ihren Aufenthaltsort in der Zelle betreffend, sind 
Mitochondrien dynamisch. Sie können innerhalb einer Zelle entlang an Zytoskelettbestandteilen 
bewegt werden und benutzen dazu „Motor-Proteine“ wie Myosin, Dynein und Kinesin 
(SCHEFFLER 2001). Die extremste Form der Mitochondrienbewegung ist der axonale Transport 
(LEE und HOLLENBECK 1995; MORRIS und HOLLENBECK 1995; OVERLY et al. 1996). 
Als Energie liefernde Organellen der eukaryontischen Zellen erfüllen Mitochondrien zwei wichtige 
Aufgaben. Sie setzen während der oxidativen Phosphorylierung (Atmungskette) Energie in Form 
von Adenosintriphosphat (ATP) frei und beherbergen Stoffwechsel-Enzyme, wie zum Beispiel die 
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Enzyme der -Oxidation, des Zitratzyklus oder Teile des Harnstoffzyklus. Sie können sich durch 
Querteilung vermehren. 
Die spezifischen enzymatischen Aktivitäten sind an die Mitochondrienmatrix und die innere 
Mitochondrienmembran gebunden. Die äußere Mitochondrienmembran umgibt das gesamte 
Mitochondrium. Zwischen beiden Membranen befindet sich ein intermembranärer Raum (Abb. 
2.1). 
Die innere Mitochondrienmembran ist in einer speziellen Raumstruktur, den Cristae, organisiert 
(DAEMS und WISSE 1966). Sie ist wie alle Biomembranen als Lipiddoppelmembran ausgebildet, 
enthält allerdings kein Cholesterin, dafür aber als Spezifikum Cardiolipin.  
Die Enzyme der Atmungskette sind in diese 
Membran integriert. Da die innere mitochondriale 
Membran nur für kleine ungeladene Moleküle, wie 
Wasser, Sauerstoff oder Kohlendioxid durchlässig 
ist, ist der Stofftransport durch sie hindurch selektiv 
und wird über verschiedene Carrier realisiert. 
Auch die äußere mitochondriale Membran entspricht 
in ihrem Aufbau einer Biomembran. Die Diffusion 
von größeren Molekülen (bis zu 10 000 Da) durch sie 
ist möglich. Bereits korrekt gefaltete Proteine können 
jedoch nicht durch sie hindurchdiffundieren. 
Proteine, die im Inneren des Mitochondriums 
benötigt werden, müssen als ungefaltete so genannte 
„Precursor-Moleküle“ importiert werden. Die 
Adressierung an die Mitochondrien erfolgt hierbei 




Innerhalb der Mitochondrien findet der oxidative Energiestoffwechsel statt. Die 
Mitochondrienmatrix enthält den Pyruvat-Dehydrogenasekomplex, die Enzyme des Zitratzyklus, 
die Enzyme für die -Oxidation von Fettsäuren sowie die Enzyme für die Oxidation von 
Aminosäuren (SCHEFFLER 2001). Die in der Matrix benötigten Substrate wie Pyruvat, Fettsäuren 
und Aminosäuren bzw. deren Ketoderivate werden über spezifische Transportsysteme dorthin 
transportiert. Das neu synthetisierte Adenosintriphosphat (ATP) wird im Austausch mit 
 
Abb. 2.1: Rekonstruktion eines 
Mitochondriums: aus elektronentomo-
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Adenosindiphosphat (ADP) über ebenfalls spezifische Carrier befördert. In der äußeren 
Mitochondrienmembran ist hierfür neben den diversen Transportsystemen auch die ADP-ATP-
Translokase lokalisiert. 
In allen Zellen des Körpers findet der Energiestoffwechsel statt. Bei Energiebedarf werden 
Kohlenhydrate (Glukose) abgebaut und über die Substratkettenphosphorylierung (HATEFI 1985) 
ATP gewonnen. Das dabei entstehende Pyruvat wird unter anaeroben Bedingungen zu Laktat 
umgesetzt und dann in der Leber wieder zur Neusynthese von Glukose verwendet 
(Glukoneogenese). Der Hauptproduzent von Laktat, die Muskelzellen sind selbst nicht zur 
Glukoneogenese imstande. Sie geben das Laktat in das Blut ab. Die von der Leber ins Blut 
abgegebene Glukose wird im Muskel zu Glykogen umgewandelt. Dieses Wechselspiel des 
Glykogens und der Glukose zwischen Leber und Muskel nennt man Cori-Zyklus. 
Acetyl-CoA wird im Zitratzyklus zu Kohlendioxid und Wasser abgebaut, hierbei entsteht ATP.   
Die verschiedenen Enzymsysteme für die Pyruvat- und Fettsäurenoxidation sowie die 
Weiterverarbeitung des entstehenden Acetyl-CoAs im Zitratzyklus befinden sich in der Matrix. 
Außerdem sind dort DNA-Polymerasen, Hitze-Schock-Proteine, mRNAs, tRNAs, mtRibosomen 
und die mtDNA lokalisiert. 
Neben dieser Stoffwechselaufgabe kommt den Mitochondrien auch eine Schlüsselrolle bei der 
Apoptose zu (SUSIN et al. 1998; LEONARD und SCHAPIRA 2000b; WANG 2001; SCHAPIRA 
2002). 
 
2.1.3 Mitochondriale DNA 
 
Im Matrixraum befindet sich das eigenständige, doppelsträngige, zirkuläre mitochondriale Genom 
(mitochondriale DNA, mtDNA). Da jedes Mitochondrium zwei bis zehn mtDNA-Kopien enthält 
(MICHAELS et al. 1982; SHUSTER et al. 1988; ROBIN und WONG 1988; WIESNER et al. 
1992), und eine Zelle bis zu 10 000 Mitochondrien hat, finden sich pro Zelle Tausende von 
mtDNAs (Polyplasmie). Eine Vererbung der mitochondrialen DNA findet bei den verschiedenen 
Säugetieren fast ausschließlich maternal statt (HUTCHISON, III et al. 1974; KROON et al. 1978; 
HAYASHI et al. 1978; GILES et al. 1980; GYLLENSTEN et al. 1985), da Spermien nur eine sehr 
geringe Anzahl an Mitochondrien enthalten (HECHT et al. 1984). In Oozyten hingegegen ist der 
Gehalt an Mitochondrien extrem hoch (>10
5
) (PIKO und MATSUMOTO 1976; MICHAELS et al. 
1982). Es können aber sehr geringe Mengen an paternaler mtDNA in der embryonalen 
Frühentwicklung nachgewiesen werden (KANEDA et al. 1995). Die bei der Befruchtung vom 
Spermium übertragenen Mitochondrien gehen bei Säugetieren in der frühen Embryonalentwicklung 
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verloren (HIRAOKA und HIRAO 1988; KANEDA et al. 1995; ANKEL-SIMONS und CUMMINS 
1996; SUTOVSKY et al. 1996). 
 
 
Abb. 2.2: Karte des menschlichen mitochondrialen Genoms, mtDNA 
ATP6 ATPase Untereinheit 6 ND1 NADH Dehydrogenase Untereinheit 1 
ATP8 ATPase Untereinheit 8 ND2 NADH Dehydrogenase Untereinheit 2 
COX1 Cytochrom Oxidase Untereinheit 1 ND3 NADH Dehydrogenase Untereinheit 3 
COX2 Cytochrom Oxidase Untereinheit 2 ND4 NADH Dehydrogenase Untereinheit 4 
COX3 Cytochrom Oxidase Untereinheit 3 ND4L NADH Dehydrogenase Untereinheit 4L 
CYTB Cytochrom b ND5 NADH Dehydrogenase Untereinheit 5 
  ND6 NADH Dehydrogenase Untereinheit 6 
 
Die gesamte mtDNA hat beim Menschen eine Länge von 16569 Basenpaaren und ist als eine der 
ersten mtDNAs vollständig sequenziert worden (ANDERSON et al. 1981b) (Abb. 2.2). Da die 
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Die mtDNA kodiert 13 der für die oxidative Phosphorylierung benötigten Protein-Untereinheiten 
(ANDERSON et al. 1981a; MACREADIE et al. 1983; CHOMYN et al. 1985; CHOMYN et al. 
1986). Daneben befinden sich auf dem Genom noch 22 Gene für tRNAs und zwei rRNA-Gene 
(ATTARDI et al. 1982). Für die mitochondriale Replikation und Transkription sind die 
Mitochondrien auf kernkodierte Faktoren angewiesen, die aus dem Zytosol importiert werden 
müssen  (RYAN und JENSEN 1995; TAANMAN 1999). 
Vergleiche der mitochondrialen Proteinsequenz zeigten Abweichungen vom genetischen 
Standardcode und auch Variationen im Gebrauch der Codons (OSAWA et al. 1992) (Abb. 2.1).  
 
Tab. 2.1: Unterschiede des mitochondrialen genetischen Codes vom genetischen Standardcode 
Codon Kerncode Mitochondrialer Code 
AUA Ile Met 
AGA Arg Stop 
AGG Arg Stop 




Mitochondriopathien sind Multiorgan-Erkrankungen, die sich überwiegend in Organsystemen mit 
einem hohen Sauerstoffverbrauch wie Skelettmuskulatur, Gehirn, Myokard, Augen, Ohren und den 
Verdauungsorganen manifestieren. 
Sie wurden erstmals von Kearns und Sayre (KEARNS und SAYRE 1958) und später dann von 
Ernster (ERNSTER et al. 1959) und Luft (LUFT et al. 1962) beschrieben. Die ersten Erkenntnisse 
zu Mutationen innerhalb der mtDNA gelangen Holt (HOLT et al. 1988) und Wallace (WALLACE 
et al. 1988a). 1992 wurde dann schließlich eine Mutation der Kern-DNA entdeckt, die zu einer 
Mitochondriopathie führt (BOURGEOIS et al. 1992). Heute sind mehr als 100 Mutationen in der 
mtDNA und mehr als 20 Mutationen in der nukleären DNA bekannt, die primäre oder sekundäre 
Mitochondriopathien bedingen (FINSTERER 1997; SERVIDEI 2004).  
Diese Mutationen befinden sich in Genen, die Enzyme, Struktur-Proteine, Carrier-Moleküle, 
Kanalproteine, Rezeptoren, Hitze-Schock-Proteine, tRNAs oder rRNAs kodieren und können 
spontan oder durch exogene Noxen hervorgerufen sein (MORGAN-HUGHES 1994; DIMAURO 
1996). Besonders häufig betroffen sind Proteine, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt 
sind (Koopman et al., 2012).  
Die Diagnostik von Mitochondriopathien wird durch die Tatsache erschwert, dass die klinischen 
Erscheinungen ein großes Spektrum an Symptomen aufweisen – Mitochondriopathien können jedes 
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Symptom, in jedem Organ und in jedem Alter auslösen - (FINSTERER 2006), und sich die 
Symptome der einzelnen Krankheitskomplexe überlappen (LEONARD und SCHAPIRA 2000a). 
Das beruht auf der Tatsache, dass einerseits eine oder mehrere Mutationen in einem Gen 
verschiedene klinische Manifestationen hervorrufen können, während andererseits die gleichen 
klinischen Erscheinungen durch verschiedene Mutationen hervorgerufen werden können 
(DIMAURO 1996). 
Mutationen in der mtDNA sind zehn bis zwanzig Mal häufiger als Mutationen der nukleären DNA, 
was wahrscheinlich auf eine geringere Korrektur-Aktivität der mtDNA-Polymerase sowie dem 
fehlenden Schutz durch Histone, fehlenden Introns und vor allem dem erhöhten oxidativen Stress 
im Mitochondrium beruht. Eine Mutation kann außerdem bewirken, dass sich die zunächst 
identischen mtDNA-Kopien in einem Organismus (Homoplasmie) in verschiedene Populationen 
aufteilen (Heteroplasmie) (DIMAURO und MORAES 1993). Bei einigen Mitochondriopathien ist 
die Ausbildung der Symptome abhängig von der Mutationsrate innerhalb der Mitochondrien, was 
im Zusammenhang mit der Energieversorgung und dem Energiebedarf des betroffenen Gewebes 
steht. Es bedarf einer gewissen Mindestmenge an mutierten Mitochondrien, um den 
Energiestoffwechsel so schwer zu schädigen, dass es zur Ausprägung von Symptomen kommt 
(WALLACE et al. 1988b). Aber auch andere Faktoren sind entscheidend für die phänotypische 
Ausprägung der Erkrankungen, zum Beispiel der Hintergrund der nukleären DNA, Alter, 
Geschlecht, Umweltfaktoren und die Empfindlichkeit des betroffenen Gewebes (s.u.). 
Die Mutationen können sowohl erblich bedingt sein, das betrifft meist Punktmutationen, als auch 
spontan entstehen, hier überwiegen Deletionen und Insertionen. Die Vererbung der Mitochondrien 
erfolgt maternal (GILES et al. 1980; GYLLENSTEN et al. 1985). Erworbene Mutationen werden 
nur selten weitervererbt. Es wird vermutet, dass dieses Phänomen darauf beruht, dass bevorzugt 
germinative Zellen, die unmutierte „Wild-Typ“-mtDNA tragen, zu Oozyten heranreifen, während  
Zellen, die eine Heteroplasmie aufweisen, ausgeschlossen werden (FINSTERER 2004). Zudem 
weisen Oozyten keinerlei Teilungsaktivität auf, so dass ihre DNA relativ geschützt vor äußeren 
Einflüssen ist. Mitochondriopathien, die durch einen Defekt in der nukleären DNA ausgelöst 
wurden, werden nach den MENDELschen Regeln vererbt. 
Als Kriterien für die pathologische Relevanz von mtDNA-Mutationen gelten Heteroplasmie, das 
Auftreten von mutierter mtDNA über dem „Schwellenwert“, eine statistische Verbindung zu einem 
bestimmten Phänotyp, das Fehlen der Mutation in gesunden Individuen (außer symptomlosen 
Verwandten), die Mutation muss ein evolutionär oder funktionell konserviertes Basenpaar bzw. 
Aminosäure betreffen (WALKER et al. 1996) und die Mutation muss mit einem biochemischen 
Defekt verbunden sein (MCFARLAND et al. 2002). 
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Äußere Faktoren können ebenfalls einen Einfluss auf die Entstehung von Mitochondriopathien 
besitzen. Chemische Verbindungen, die einen negativen Einfluss auf die mitochondrialen 
Funktionen haben, sind Acetyl-Salicylsäure, Alkohl, Valproinsäure, Barbiturate (Blockierung des 
Komplex I der Atmungskette), Tetrazykline, Chloramphenicol (Verringerung von mitochondrialen 
Proteinen, Herabsetzung der Anzahl und Größe der Mitochondrien), Doxorubizin, Germanium, 
Zidovudin (mtDNA-Depletionen) (MITSUI et al. 2002). 
Der ohnehin auf die Zellen einwirkende oxidative Stress in Form von freien Radikalen, kann durch 
Dysfunktionen der Atmungskette enorm erhöht werden. Zellen, die generell einen hohen 
Energiebedarf haben, sind auf eine Detoxifikation der freien Radikale zwingend angewiesen. Freie 
Radikale schädigen sowohl die DNA als auch Proteine und Phospholipide. Mutationen in Genen, 
die die sogenannten Radikalfänger (Katalase, Glutathion-Peroxidase) kodieren, haben verheerende 
Folgen, wie zum Beispiel in der familiären Amyotrophischen Lateralsklerose (VALENTINE 2002). 
 
2.2.1 Einteilung der Mitochondriopathien 
 
Zusätzlich zu der Einteilung in primäre und sekundäre Mitochondriopathien gibt es eine 
Klassifizierung nach genetischen, biochemischen und klinischen Kriterien (Swerdlow, 2009).  
Eine kausale Unterteilung nach genetischen Gesichtspunkten beruht auf der Einteilung in Defekte 
der nukleären oder mitochondrialen DNA sowie einer Beteiligung bzw. Nichtbeteiligung der 
Atmungskette. 
Biochemisch wird unterschieden in Defekte des inter- oder intramitochondrialen Transports, der 
Substratnutzung, des Zitratzyklus und der Atmungskette.  
Bei den klinischen Kriterien steht eine Unterteilung in einzelne Organerkrankungen oder 
Multiorgan-Erkrankungen im Vordergrund. Die ohnehin schon sehr seltenen 
Einzelorganerkrankungen entwickeln sich in ihrem Verlauf zudem meistens zu 
Multiorganerkrankungen (FINSTERER 2006). Daher wurde eine Einteilung in Syndrome 
vorgenommen (FINSTERER 2004) (Tab. 2.2). 
 
Tab. 2.2: Syndrome/ klinische Einteilung (FINSTERER 2004): 
Syndrom/ Akronym Symptome 
CPEO (chronic progressive external 
opththalmoplegia) 
Ophthalmoparese oder Ophthalmoplegie, Ptosis 
KSS (Kearns-Sayre Syndrom) CPEO, Retinitis pigmetosa, 
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Erregungsleitungsstörung des Herzen, Ataxie, 
Taubheit, endokrine Dysfunktionen, Anämie 
Pearson Syndrom Sideroblastische Anämie mit Thrombopenie und 
Neutropenie, Leberinsuffizienz, exokrine 
Pankreasinsuffizienz 
MELAS (myopathy, encephalopathy, lactic 
acidosis an stroke-like-episodes) 
Schlaganfall-ähnliche Symptome, Diabetes 
mellitus, Epilepsie, Demenz, Ataxie, cortikale 
Blindheit, optische Atrophie, Migräne, 
Taubheit, Kardiomyopathie, Vomitus 
MERRF (myoclonic epilepsy and ragged red 
fibers) 
Myopathie, Ataxie, Demenz, CPEO, Taubheit, 
Epilepsie 
LHON (Leber`s heriditary optic neuropathy) Ungleiche Sehschärfe, Blindheit 
Leigh`s Syndrom Entwicklungsstörungen, Krampfanfälle, obere 
Motoneuron-Symptome, Ataxie, optische 




Myopathie, Neuropathie, gastrointestinale 
Funktionsstörungen, Encephalopathie 
NARP (neuropathy, ataxia, retinitis 
pigmentosa) 
Sensori-motorische Polyneuropathie, geistige 
Retardierung, Retinitis pigmentosa, Demenz, 
Epilepsie 
Wolfram Syndrom Diabetes insipidus, Diabetes mellitus, optische 
Atrophie, Taubheit, Überlaufblase, intestinale 
Motilitätstörungen 
MIMYCA Mitochondriale Myopathie mit 
Kardiomyopathie 
NIDDM (non-insulin-dependent Diabetes 
mellitus) 
Maternal vererbbarer nicht-insulinabhängiger 
Diabetes mellitus  
Alpers Syndrom Infantile Poliodystrophie, 
Entwicklungsverzögerung, Hypotonie, Vomitus, 
Hepatopathie, Gliosis, Spongiose mit 
neuronalem Verlust 
CoQ deficiency (coenzyme Q deficiency) Geistige Retardierung, Taubheit 
May-White Syndrom Myoklonie, Ataxie, Taubheit 
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Fanconi-Debre-DeToni Syndrom Geistige Retardierung, Niereninsuffizienz, 
Glucosurie, Phosphaturie, Hyperurikämie 
Luft Syndrom Hyperhidrosis, Polyphagie, Polydipsie, 
allgemeine Schwäche, Belastungsintoleranz 
Menke Syndrom Epilepsie, Entwicklungs-Verzögerung, Haar-
Abnormitäten, zerbrechliche Knochen, 
Hypopigmentation, Temperatur-Instabilität 
Canavan Syndrom Geistige Retardierung, subkortikale Läsionen im 
Nukleus dentatus, den Basalganglien oder dem 
Stammhirn 
Ketoazidotic coma Kleine Statur, Ataxie, Taubheit, episodische 
Benommenheit 
Familial MSL Multiple symmetrische Lipome 
 
2.2.2 Vorkommen und Diagnostik beim Menschen 
 
Am Beginn der Erforschung und Beschreibung mitochondrialer Defekte wurde angenommen, dass 
es sich um äußerst selten auftretende Erkrankungen handelt. Im Laufe der Zeit hat sich allerdings 
herausgestellt, dass Mitochondriopathien viel häufiger auftreten als zunächst gedacht. 
Bei Kindern ist ein Drittel der ererbten Stoffwechselstörungen auf eine Mitochondriopathie 
zurückzuführen (SPERL 1997). Die Prävalenz an mtDNA-Mutationen beim erwachsenen 
Menschen schwankt je nach Autor zwischen 1:5 000 bis 10 000 (GILLIS und KAYE 2002), 
1:25 000 (FINSTERER 2004) und 1:50 000 (CHINNERY und TURNBULL 1997). 
Trotzdem konnte bisher noch kein Gold-Standard in der Diagnostik der Mitochondriopahtien 
bestimmt werden. Durch den progressiven Verlauf der Erkrankungen haben Labortests nur eine 
geringe Aussagekraft und können die Krankheit nicht zu jedem beliebigen Zeitpunkt sicher 
diagnostizieren. Die große Vielfalt der Symptome erschwert die Diagnostik zusätzlich (Tab. 2.3).  
 
Tab. 2.3: Symptome der Mitochondriopathien (FINSTERER 2004) 
Organsystem Symptome 
Peripheres Nervensystem Myopathie, Schwäche (Ptosis, Ophthalmoparese, Gliedmaßen- und 
Kaumuskulatur betroffen), Gewichtsverlust, Hypotonie, Steifheit, 
Myotonie, reduzierte oder fehlende Reflexe, Müdigkeit, 
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Belastungsintoleranz, Krämpfe, Muskelschmerz, Myoglobinurie, 
Laktatazidose, Polyneuropathie (allgemeine Schwäche, 
Gewichtsverlust, reduzierte oder fehlende Reflexe, Krämpfe, 
Dysästhesien, Parästhesien, gastro-oesophagealer Reflux, verzögerte 
Magenentleerung, fehlendes oder exzessives Schwitzen) 
Zentrales Nervensystem Entwicklungsverzögerung, geistige Retardierung, Früh- und 
Spätdemenz, Müdigkeit, Epilepsie, Myoklonie, Migräne, Stroke-like 
Episoden, Dystonie, Dyskinesie, atypische cerebrale Lähmung, 
Leukenzephalopathie, extrapyramidale Symptome, oberes 
Motoneuron-Symptome, Kleinhirn-Symptome, Kalzifizierung der 
Basalganglien, Schwäche, Psychosen, zentrale Müdigkeit, 
Myelopathie, Koma 
Endokrinium Kleine Statur, Polyphagie, fehlende Gewichtszunahme, Diabetes 
mellitus und insipidus, Hypoglykämie, Dysfunktionen der Schilddrüse 
und Nebenschilddrüse, fehlende Menstruation, Hypogonadismus, 
verspätete Pubertät, Gynäkomastie, Osteoporose, Hyperlipidämie, 
Hypopituiarismus, Hypoparathyreoidismus, Hyperaldosteronismus, 
Adrenokortikotropin Defizit 
Herz Erregungsbildungs- und –leitungs-Defekte, Myokardverdickung, 
Linksventrikuläre Hypertrabekulation, Herzfehler (Dyspnoe unter 
Belastung, Gliedmaßenödeme, Lungenödem) 
Ohren Schwerhörigkeit, sensineurale Taubheit, Tinnitus, Schwindelgefühl 
Augen Katarakt, Glaukom, pigmentierte Retinopathie, optische Atrophie, 
Uveitis, Strabismus 
Verdauungsorgane Parodontose, Schluckbeschwerden, Dysphagie, chronischer Vomitus, 
Defekt in der Synthese der Verdauungsenzyme, Hepatopathie mit 
Leberinsuffizienz und Hyperammonämie, Exokrine Pankreas-
Insuffizienz, Mikrovilli-Atrophie, Pankreatitis, Darmträgheit, 
Anorexie, Untergewicht, Malabsorption, Pseudo-Obstruktion 
Nieren Niereninsuffizienz, Fanconi Syndrom, Nierenzysten 
Knochenmark Sideroblastische Anämie, Leukopenie, Thrombopenie, Panzytopenie 
 
Eine längere Periode der klinischen und diagnostischen Überwachung ist in jedem Fall notwendig. 
Wenn ein Patient Anzeichen einer klassischen, maternal vererbbaren Krankheit zeigt (MELAS, 
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MERRF, LHON) oder phänotypisch klassische Anzeichen einer nukleären DNA-Mutation 
(MNGIE), sollten spezifische DNA bzw. mtDNA-Untersuchungen durchgeführt werden 
(FINSTERER 2004). Da diese Untersuchungen aber nur wenigen Spezialisten vorbehalten sind, ist 
es notwendig, im Vorhinein durch einfachere in der Praxis durchführbare Tests möglichst sichere 
Hinweise auf das Vorliegen einer Mitochondriopathie zu erhalten. Auf einen mitochondrialen 
Defekt deuten zum Beispiel bis heute ungeklärte Verknüpfungen von Erkrankungen verschiedener 
Organsysteme hin, insbesondere wenn bei diesen Erkrankungen Kombinationen aus Myopathien, 
Taubheit, Kardiomyopathien, Diabetes mellitus und Enzephalopathien auftreten und sie einen 
progressiven Verlauf aufweisen (LEONARD und SCHAPIRA 2000a; GILLIS und KAYE 2002; 
FINSTERER 2004). 
Etablierte laborchemische, bildgebende und neurologische Untersuchungen dienen zunächst dem 
Ausschluss verschiedener Differentialdiagnosen wie zum Beispiel Myasthenie (FINSTERER 2004), 
kongenitale Myopathien, Amyotrophische Lateralsklerose (FINSTERER 2002), Vaskulitis, 
Schilddrüsendysfunktionen und okulopharyngeale Muskeldystrophie.  
Das Vorliegen einer Laktatazidose wurde lange Zeit als hinweisend auf eine Mitochondriopathie 
angesehen. Da es aber verschiedene Ursachen für die Entstehung einer Laktatazidose gibt, ist die 
alleinige Laktaterhöhung im Serum nicht hinreichend beweisend (PETTY et al. 1986; ROBINSON 
1989). Nur ungefähr 40% der Menschen mit Mitochondriopathien zeigen erhöhte Ruhelaktatwerte 
(JACKSON et al. 1995). Entnimmt man die Blutproben nach einer Phase der körperlichen 
Belastung (Ergometer), ist der abnorme Anstieg der venösen Laktatwerte aussagekräftiger 
(NASHEF und LANE 1989). Das trifft zumindest auf Erkrankungen wie Leigh`s Disease und 
MELAS zu. Im Fall von CPEO ist der diagnostische Wert geringer zu beurteilen, da die 
Laktatwerte bei den verschiedenen Patienten schwanken (CHATURVEDI et al. 2005). Um eine 
Laktatazidose im Hiblick auf eine Mitochondriopathie näher zu untersuchen, ist der Laktat/Pyruvat-
Quotient ein geeigneter Indikator. Allerdings kann bei negativem Ergebnis, also physiologischem 
Quotient, trotzdem eine Mitochondriopathie vorliegen (CHATURVEDI et al. 2005). Von 
MUNNICH et al. wurde eine Messung des Ketonkörper-Quotienten aus -Hydroxy-Butyrat und 
Azetazetat publiziert (MUNNICH et al. 1992). 
Als bildgebende Verfahren eignen sich zur Diagnostik von Mitochondriopathien sowohl die 
Computer-Tomographie (CT) als auch die Magnetresonanz-Tomographie (MRT). Anhand dieser 
Verfahren kann man zum Beispiel eine Kalzifizierung der Basalganglien bei MELAS-Patienten 
oder eine Abnahme der Gewebedichte bei Leigh`s Disease und KSS feststellen. Diese Befunde sind 




 - 14 - 
Das wichtigste diagnostische Hilfsmittel stellt die histologische bzw. histochemische Analyse von 
Gewebeproben dar (Chaturvedi et al., 2005; Vital and Vital, 2012). Mit Hilfe der Gomori-
Trichrom-Färbung können „ragged red fibers“ (Abb.2.3) nachgewiesen werden (OLSON et al. 
1972). Dabei handelt es sich um die intensive Färbung der subsarkolemmal akkumulierten 
abnormalen Mitochondrien, die der Muskelfaser eine unregelmäßige rote Begrenzung geben. Diese 
morphologische Veränderung ist hinweisend auf eine Mitochondriopathie, auch wenn es 
Mitochondriopathien ohne das Vorliegen von „ragged red fibers“ im Bioptat gibt (PETERSON et 
al. 1988). Im Muskel vorhandene Veränderungen sind, abhängig von der Schnittebene, nicht immer 
nachzuweisen. Neben einer Mitochondriopathie kommt es auch z.B. durch Zugabe eines 
Atmungskettenentkopplers, eine 
 Hypoxie oder Erkrankungen wie dem 
Hyperadrenokortizismus zur Bildung solcher „ragged 
red fibers“. Ihr Vorhandensein deutet also auf eine 
Störung der Sauerstoffversorgung oder eine 
Funktionsstörung der Atmungskette hin (ROBINSON 
1989). 
Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Diagnostik haben 
WALKER et al. Major- und Minor-Kriterien für das 
Vorliegen einer Mitochondriopathie festgelegt (Tab.2.4). 
Wenn bei einem Patienten zwei Major-Kriterien oder ein 
Major- und zwei Minor-Kriterien festgestellt wurden, 
handelt es sich um eine mitochondriale Encephalomyopathie. Wenn nur ein Major-Kriterium und 
ein Minor-Kriterium oder drei Minor-Kriterien zutreffen, handelt es sich wahrscheinlich um eine 
Mitochondriopathie. Das Zutreffen von nur einem Major-Kriterium oder einem Minor-Kriterium im 
Zusammenhang mit klinischen Symptomen zeigt die Möglichkeit einer Mitochondriopathie an 
(WALKER et al. 1996; CHATURVEDI et al. 2005).  
 
Tabb.:2.4: Major- und Minorkriterien für die Diagnostik einer Mitochondriopathie (WALKER et 
al. 1996)  
Major-Kriterien (WALKER et al. 1996) 
1. Vollständige klinische Atmungsketten-Encephalomyopathie 
2. > 2% „ragged red fibers“ in einer Skelettmuskel-Biopsie 
3. Vorhandensein von einem oder mehreren der folgenden Indikatoren für eine verminderte 
Enzymaktivität der Atmungskette: 
 
Abb. 2.3: Muskelbiopsie, Gomori 
Trichrom-Färbung, menschlicher 
Patient mit mitochondrialer Myopathie, 
„ragged red fibers“ (LAND et al. 2004)  
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o <20% der durchschnittlichen altersangemessenen Aktivität (biochemisch oder 
polarographisch gemessen) eines oder mehrerer Atmungskettenkomplexe 
o > 2% COX-negative Fasern im Musklebioptat bei < 50 Jahren 
o > 5% COX-negative Muskelfasern bei > 50 Jahren 
4. Indentifizierung von einer nDNA- oder mtDNA-Alteration mit unbestrittener Pathogenität 
Minorkriterien (WALKER et al. 1996) 
1. Klinische Symptome mit Muskel- oder ZNS-Beteiligung, keine vollständige 
Encephalomyopathie 
2. Mindestens eines der folgenden morphologischen Kriterien eines erhöhten 
Mitochondriengehalts oder Mitochondrienabnormitäten im Muskel 
o 1-2% „ragged red fibers“ zwischen 30 und 50 Jahren 
o „ragged red fibers“ bei unter 30-Jährigen 
o ausgedehnte elektronenmikroskopische Veränderungen 
3. Vorhandensein von einem oder mehreren Indikatoren einer verringerten Atmungsketten-
funktion 
o 20-30% der durchschnittlichen altersangemessenen Aktivität (biochemisch oder 
polarographisch gemessen) eines oder mehrerer Atmungskettenkomplexe 
o Antikörper-basierte Demonstration eines Defektes in der Expression von 
Atmungskettenkomplexen 
4. Identifizierung von mtDNA-Alterationen, die mit den vorhandenen Symptomen assoziiert 
sind aber nur einige, nicht alle Kriterien erfüllen 
5. Ein oder mehrere metabolische Indikatoren einer beeinträchtigten oxidativen 
Phosphorylierung 
o erhöhte Laktat-, Pyruvat- und/oder Alanin-Werte (Liquor cerebrospinales/ Blut) 
o erhöhte Protein-Werte im Liquor cerebrospinalis, bei KSS 
o beeinträchtigter Metabolismus in Muskel oder Gehirn 
o reduzierter venöser Sauerstoff-Partialdruck oder Laktat-Schwelle bei Belastung 
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2.2.3 Mitochondriopathien beim Tier 
 
Im Gegensatz zum Menschen beschränken sich die Beschreibungen der Mitochondriopathien beim 
Tier auf  einzelne Fallbeispiele.  
Die erste Beschreibung fand 1974 durch WENTINK et al. statt. Dabei handelte es sich um einen 
Irish Terrier, der durch einen steifen Gang und eine Muskelatrophie auffiel. Die Symptome zeigten 
einen progressiven Verlauf, der darin endete, dass der Hund weder in der Lage war, Futter und 
Wasser aufzunehmen noch alleine stehen konnte. Nach seinem Tod wurden verschiedene 
Untersuchungen durchgeführt. Die histochemischen Untersuchungen zeigten Veränderungen in 
Muskelpräparaten des Musculus triceps brachii und der Zungenmuskulatur. Diese Veränderungen 
waren charakterisiert durch hypertrophe Fasern, die eine verminderte Aktivität der Succinat-
Dehydrogenase und keine Phosphorylase-Aktivität aufwiesen. Isolierte Mitochondrien aus diesen 
Geweben zeigten respiratorische Abnormitäten. Die Fähigkeit der oxidativen Phosphorylierung 
wurde als normal bewertet, es fehlte jedoch die respiratorische Kontrolle („loosely coupled“ 
mitochondria) (WENTINK et al. 1974). 
Im Jahr 1980 untersuchten HOULTON et al. einen Sussexspaniel mit Belastungsintoleranz, der 
schon im Ruhezustand erhöhte Pyruvat- und Laktatwerte aufwies. Während der Belastung stiegen 
diese Werte noch weiter an. Es konnte anhand von Muskelbioptaten ein Defekt der 
Pyruvatdehydrogenase nachgewiesen werden (HOULTON und HERRTAGE 1980). 
1992 wurden zwei verwandte Old English Sheepdogs mit allgemeiner Schwäche nach minimaler 
Anstrengung von BREITSCHWERDT et al. untersucht. Es konnte eine Laktatazidose und eine 
Erhöhung der Muskelenzyme sowie des Laktat/Pyruvat-Quotienten nachgewiesen werden. Ein 
erhöhter venöser Sauerstoff-Partialdruck ließ auf einen verminderten mitochondrialen Sauerstoff-
Verbrauch schließen. In der Skelettmuskulatur konnte eine Akkumulation an Glykogen, sowie eine 
größere Anzahl und Vakuolierung der Mitochondrien nachgewiesen werden. Bei einem der beiden 
Hunde konnten „ragged red fibers“ nachgewiesen werden (BREITSCHWERDT et al. 1992). 
Derselbe Fall wurde von VIJAYASARATHY et al. weiter untersucht und 1994 veröffentlichten sie 
ihre Ergebnisse. Sowohl in Skelettmuskulaturproben als auch in kultivierten Fibroblasten der 
Patienten konnte eine reduzierte Cytochrom c-Oxidase-Aktivität nachgewiesen werden. Außerdem 
waren die Enzymaktivitäten der ATPase und NADH-Reduktase verringert (VIJAYASARATHY et 
al. 1994). 
Dem Leigh`s Disease des Menschen ähnliche Symptome wurden 1995 bei vier Alaskan Huskies aus 
drei verschiedenen Würfen von SUMMERS et al. beschrieben. Das erste Auftreten von Ataxie 
wurde bei ihnen im Alter zwischen sechs und neun Monaten beschrieben. Im Verlauf von ein bis 
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vier Monaten konnte die Ataxie dann als Hypermetrie aller vier Gliedmaßen bezeichnet werden. 
Zusätzlich traten Symptome wie Blindheit, Hyperästhesie der Nasen- und Pharynxschleimhaut 
sowie Krampfanfälle auf. Bei der pathologisch-anatomischen und histopathologischen 
Untersuchung wurden Kavitationen vom Thalamus bis zur Medulla oblongata entdeckt. Neben 
reaktiven Gliazellen fand sich eine Kapillarhyperplasie mit Endothelzellhypertrophie und 
Makrophagenhäufung, so dass die histopathologische Diagnose einer subakuten nekrotisierenden 
Enzephalopathie gestellt werden konnte (SNE) (SUMMERS et al. 1995).  
In einer retrospektiven Untersuchung von 10 Yorkshire-Terrien, die klinisch die Verdachtsdiagnose 
kanines Leigh Syndrom hatten, konnte (Baiker, 2006) die Parallelen zum humanen Leigh Syndrom 
aufzeigen.  
Die elektronenmikroskopische Auswertung von Gewebeproben aus drei verwandten Hunden der 
Rasse Australian Cattle Dog, die mit progressiven spastischen Tetraparesen und Krampfanfällen 
vorgestellt wurden, ergab 1997 eine Akkumulation geschwollener Mitochondrien in den 
Astrozyten. Außerdem konnte eine vakuoläre Degeneration der grauen Masse des zentralnervösen 
Systems sowie bilateral symmetrische Malazie-Herde gefunden werden. Als Ursache wurde eine 
erblich bedingte Stoffwechselerkrankung, möglicherweise der Mitochondrien, vermutet 
(BRENNER et al. 1997c). 
Ebenfalls 1997 wurde von OLBY et al. in einem weiteren Fall eine mitochondriale Myopathie 
vermutet. Dabei handelte es sich um einen Jack Russel Terrier, der eine progressive 
Belastungsintoleranz aufwies. Die allgemeine klinische, orthopädische, neurologische und 
elektromyographische Untersuchung dieses Patienten führte zu keinem konkreten Ergebnis. Eine 
Myasthenia gravis konnte ausgeschlossen werden. Da der Hund erhöhte Serumlaktatwerte und 
postprandial auch erhöhte Serumpyruvatwerte sowie ein erhöhtes Pyruvat-Laktat-Verhältnis 
aufwies, wurde eine metabolische Anomalie vermutet. In den daraufhin durchgeführten 
Muskelbiopsien konnte eine subsarkolemmale Akkumulation der Mitochondrien sowie „ragged red 
fibers“ nachgewiesen werden (OLBY et al. 1997b). 
Von BRENNER et al. wurde 1997 eine weitere metabolische Enzephalopathie beschrieben. Grund 
der Vorstellung des 16 Monate alten englischen Springer Spaniels waren eine Ataxie und milde 
Verhaltensanomalien. Eine histopathologische Untersuchung ergab fokale, bilateral-symmetrische 
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Die elektronenmikroskopische Untersuchung der 
Gliazellen ergab eine strukturelle Veränderung der 
Mitochondrien im Sinne von bizarr geformten Riesen-
Mitochondrien (Abb. 2.4). Die neuropathologischen 
Befunde ähneln denen bei mitochondrialen 
Enzephalomyopathien beim Menschen (BRENNER et al. 
1997a). 
In den USA wurde 1999 der Fall eines sechs Jahre alten 
Cocker Spaniels veröffentlicht. Dieser zeigte neben einer 
allgemeinen Schwäche eine progressive Atrophie der 
Becken- und Hüftmuskulatur sowie eine Myalgie. Weitere 
neurologische Auffälligkeiten konnten nicht gefunden 
werden. Nach der Entnahme von Biopsien aus dem 
Musculus vastus lateralis und dem Musculus triceps 
brachii wurden in den Typ1-Muskelfasern eine erhöhte Anzahl an Lipidtropfen gefunden. 
Blutuntersuchungen ergaben eine geringgradige Leukozytose, eine Erhöhung der alkalischen 
Phosphatase und der Kreatinkinase. Die Laktatuntersuchung ergab nur eine mäßige Erhöhung im 
Plasma im Ruhezustand. Nach zehnminütiger Belastung stieg dieser Wert allerdings deutlich an. 
Daraus ergab sich zumindest der Verdacht einer metabolischen Störung, die in den Mitochondrien 
lokalisiert sein kann (PLATT et al. 1999). 
1999 wurde von WAKSHLAG et al. über einen weiteren Alaskan Husky mit subakut 
nekrotisierender Enzephalopathie berichtet. Die klinischen Befunde begannen auch hier mit der 
Beobachtung eines abnormalen Gangs ab einem Alter von ungefähr einem halben Jahr. Als das Tier 
dann zur klinischen Untersuchung vorgestellt wurde, konnte eine Tetraplegie mit starker Spastizität 
nachgewiesen werden. Innerhalb von zwei Monaten besserten sich die Symptome bis hin zu einer 
Hypermetrie mit propriozeptiver Ataxie. Zur weiteren Diagnostik wurde der Liquor cerebrospinalis 
untersucht. Die gemessenen Pyruvat- und Laktatkonzentrationen wurden mit denen gesunder 
Beagle verglichen. Es konnte keine signifikante Abweichung festgestellt werden. Berücksichtigt 
wurde dabei neben den absoluten Werten auch das Pyruvat-Laktat-Verhältnis. Bei einer 
histopathologischen Untersuchung konnte eine subakut nekrotisierende Enzephalopathie 
nachgewiesen werden. Die durch eine Kernspintomographie erhobenen Befunde einer bilateralen 
Kavitation vom Thalamus bis zur Medulla oblongata mit degenerativen Läsionen des Nucleus 
caudatus, des Putamens und des Claustrums  konnten ebenfalls bestätigt werden. Außerdem wurde 
eine neuronale Degeneration im Kortexbereich beschrieben. Durch die vorhandene Ähnlichkeit zur 
 
Abb. 2.4: Vergrößertes 
intraneuronales Mitochondrium mit 
abnormer Innenstruktur, Springer 
Spaniel (BRENNER et al. 1997b) 
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humanen Leigh`s Disease ergab sich insgesamt der Verdacht, dass es sich um eine metabolische 
Erkrankung im Bereich der Mitochondrien handeln könnte (WAKSHLAG et al. 1999). 
Von BRENNER et al. wurden dann 2000 fünf weitere Fälle einer Enzephalopathie beim Alaskan 
Husky beschrieben. Die fünf Hunde standen in verwandtschaftlichem Verhältnis zueinander. Bei  
vier Hunden zeigten sich erste Symptome der Erkrankung im ersten Lebensjahr. Bei dem fünften 
Hund erst in einem Alter von zweieinhalb Jahren. Die klinischen Symptome von allen Hunden 
beinhalteten eine Ataxie, Krampfanfälle, Verhaltensauffälligkeiten, Blindheit und Hyperalgesien in 
der Gesichtsregion. Die pathologisch-anatomische und histopatholgische Untersuchung ergab 
bilateral symmetrische Kavitationen im Bereich des Thalamus mit Ausdehnung bis in den kaudalen 
Hirnstamm, ebenfalls bilateral symmetrische, degenerative Läsionen in den Basalkernen, dem 
Mittelhirn, Pons und Medulla oblongata. Zusätzlich wurden multifokale Läsionen an der Basis der 
Sulci des Cortex cerebri und in der grauen Masse des Kleinhirns gefunden. Die 
neuropathologischen Befunde gleichen denen des humanen Leigh`s disease (Subacute Necrotising 
Encephalomyelopathy, SNE) (BRENNER et al. 2000). 
2002 wurde ein 10 Monate alter Jack Russel Terrier mit dem MELAS-Syndrom des Menschen 
(Stroke-like episodes, Diabetes, Epilepsie, Demenz, Ataxie, kortikale Erblindung, optische 
Atrophie, Taubheit, Migräne, Kardiomyopathie, Vomitus) ähnlichen Veränderungen vorgestellt. 
Bei dem Hund standen eine therapieresistente Ataxie, Hypermetrie und Taubheit im Vordergrund. 
Die Veränderungen begannen im Alter von zehn Wochen. Histopathologisch ließen sich bilateral-
symmetrische neuronale Degenerationen und Mineralisationen des Gehirns feststellen. Die 
Mineralisationsherde lagen sowohl im Parenchym, als auch innerhalb der Myozyten von kleinen 
Arterien und Kapillaren.  
Außerdem konnte in den Hepatozyten und in den Herzmuskelzellen eine erhöhte Anzahl bizarr 
geformter Mitochondrien gefunden werden (GRUBER et al. 2002). 
Ein weiterer Fallbericht einer mitochondrialen Myopathie wurde 2003 von PACIELLO et al. 
veröffentlicht. Ein neun Monate alter Deutscher Schäferhund wurde mit einer progressiven 
Belastungsintoleranz und spontanen Schmerzäußerungen untersucht. Die Symptome begannen 
einen Monat zuvor. In der klinischen Untersuchung zeigte der Hund eine systemische 
Muskelatrophie, eine Myalgie und Gangabnormitäten in Form einer Kyphose und hüpfender 
Bewegungen. Die blutchemische Untersuchung ergab eine Erhöhung der Kreatin-Kinase, der 
Laktat-Dehydrogenase und der Aspartat-Aminotransferase. Es wurde ein Bioptat aus dem Musculus 
biceps femoris entnommen und untersucht. Neben einzelnen atrohpierten Muskelfasern konnten 
„ragged red fibers“ und eine periphere Glykogen-Ansammlung nachgewiesen werden. Eine 
spezifische Anfärbung der COX-Aktivität misslang, beziehungsweise konnte nur als Residual-
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Aktivität subsarcolemmal nachgewiesen werden. Die ultrastrukturelle Untersuchung des Bioptats 
ergab abnormal große und bizarr geformte Riesen-Mitochondrien. Außerdem konnten viele 
geschwollene Mitochondrien nachgewiesen werden (PACIELLO et al. 2003).  
Die erbliche Form der Retina-Dysplasie beim Zwergschnauzer wurde 2006 von APPLEYARD et 
al. untersucht. Die untersuchten Tiere zeigten eine reduzierte Anzahl der beiden mitochondrialen 
Proteine Cytochromoxidase (Untereinheit 1) und NADH-Dehydrogenase (Untereinheit 6). Daraus 
resultiert vermutlich eine energetische Unterversorgung der Retina. Auch morphologisch konnten 
anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen Abnormitäten festgestellt werden. Die 
Mitochondrien der Leukozyten und der Skelettmuskluatur der erkrankten Hunde waren in der 
Anzahl und Größe verringert und zeigten eine veränderte Cristastruktur (APPLEYARD et al. 2006). 
Außer bei Hunden wurde auch noch in anderen Haussäugetieren eine Störung der mitochondrialen 
Funktion nachgewiesen.  
Bei 24 Simmentaler Kälbern und Kälbern aus Simmentaler-Kreuzungen konnten STEFFEN et al. 
eine multifokale nekrotisierende Enzephalopathie (MNE) nachweisen. Die Tiere zeigten 
unterschiedliche klinische Symptome, die von einer milden Ataxie über Paresen des kaudalen 
Körpers bis hin zu plötzlichen Todesfällen reichten. In Hirnstamm und Rückenmark dieser Tiere 
konnte eine bilaterale Malazie mit Kapillarproliferation nachgewiesen werden (STEFFEN et al. 
1994). Ebenfalls in Simmentalrindern und Kreuzungen aus Simmentalrindern wurden ähnliche 
Symptome von HARPER et al., DESJARDINS et al. und PALMER et al. beschrieben. Die Tiere 
zeigten auch in diesen Fällen progressive Schwächen der Hinterhand bis hin zu Paresen, Blindheit, 
Verhaltenänderungen und Krämpfen. Auch hier glichen die postmortalen Befunde denen des 
humanen Leigh`s Disease, da die Tiere eine subakute nekrotisierende Enzephalopathie und 
Kavitationen innerhalb des Gehirns aufwiesen. Die endgültige Diagnose der Mitochondriopathie 
konnte allerdings nicht gestellt werden (PALMER et al. 1988; HARPER et al. 1989; DESJARDINS 
et al. 2001).  
VALBERG et al. haben 1994 bei einer Vollblutaraberstute eine Belastungsintoleranz beobachtet. 
Im Alter von zwei Jahren war sie nicht in der Lage, mehr als fünf Minuten zu traben, ohne einen 
steifen Gang zu bekommen und erschöpft zu sein. Die klinische Untersuchung, Routine-
Blutuntersuchung und eine Herzsonographie blieben ohne besonderen Befund außer einer 
Laktatazidose nach und während leichter Belastung. Bei einer Muskelbiopsie konnten große 
Akkumulationen an Riesenmitochondrien mit bizarr geformten Cristae und „ragged red fibers“ 
nachgewiesen werden. Bei einer biochemischen Analyse wurde eine sehr geringe Aktivität des 
Enzymkomplex I der Atmungskette nachgewiesen. Die Vermutung einer Mutation innerhalb des 
mitochondrialen Genoms konnte zu diesem Zeitpunkt nicht näher geklärt werden, da der 
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Arbeitsgruppe keine Sequenzierung der mitochondrialen DNA des Pferdes zur Verfügung stand 
(VALBERG et al. 1994).  
Eine Enzephalopathie wurde von OLBY bei einem Swaledale Lamm mit zentralnervösen 
Symptomen und einer Erhöhung des Laktatspiegels im Liquor cerebrospinalis beschrieben (OLBY 
et al. 1997a). 
2004 konnte ein Fall einer subakuten nekrotisierenden Enzephalopathie bei einem Schweinsaffen 
(Macaca nemestrina) beschrieben werden. Das etwa fünf Jahre alte Tier wurde mit Sehstörungen 
und Verhaltensauffälligkeiten vorgestellt. Der Verlauf der klinischen Symptomatik war progressiv 
und endete in einer Hyperaktivität mit Automutilation. In der postmortalen Untersuchung konnte 
eine Polioencephalomalacie festgestellt werden. Histologisch konnten Nekrosen, ein 
Neuronenverlust, vaskuläre Proliferation, eine milde Spongiose und eine Demyelinisierung 
nachgewiesen werden. Außerdem hatte der Schweinsaffe eine bilaterale Atrophie des Sehnervs und 
morphologisch veränderte Spermatozyten. Die Diagnose einer Mitochondriopathie bleibt in diesem 
Fall eine Verdachtsdiagnose, die durch die klinischen und histopathologischen Befunde sowie die 
Untersuchung mitochondrialer Enzyme unterstützt wird (BIELEFELDT-OHMANN et al. 2004). 
 
Tab. 2.5:  Übersichtstabelle über die veröffentlichten Mitochondriopathien beim Tier 
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Alaskan 
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Kavitationen von Thalamus 





















Bilateral symmetrische  
Kavitation im Hirnstamm und 
Rückenmark, Akkumulation 
geschwollener Mitochondrien 
in den Astrozyten 
1997 




1 Ataxie, leichte 
Verhaltensänderung 
Sehnervatrophie, bilaterale 
symmetrische Spongiose im 
Hirnstamm und Rückenmark, 
morphologisch veränderte 
Mitochondrien in den 
Neuronen 
1997 
BRENNER et al. 1997 
Cocker Spaniel 1 Allgemeine Schwäche, 




Serumwerte: AP, CK, 
Laktatanstieg bei Belastung 
1999 
PLATT et al. 1999 
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Thalamus bis Medulla 
oblongata 
1999 
WAKSHLAG et al. 1999 
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Vollblut Araber 1 Belastungsmyopathie Laktatazidose, „ragged red 
fibers“, Aggregate von 
Riesenmitochondrien. Mit 
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Mangel an Komplex 1 der 
Atmungskette 










OLBY et al. 1997 




Nekrosen der Hirnrinde, 
bilaterale Atrophie der 
Sehnerven, 
Spermatozytendefekte 
Verringerte Aktivität der 
Atmungskettenkomplexe I, 
III und IV in Gehirn und 
Muskulatur 
2004 
BIELEFELDT-OHMANN et al. 2004 
 
2.2.4 Diagnostik der Mitochondriopathien beim Tier 
 
Die beim Menschen ohnehin schon schwierige Diagnostik ist in der Veterinärmedizin durch den 
weniger fortgeschrittenen Forschungsstand und die eingeschränkteren diagnostischen 
Möglichkeiten noch zusätzlich erschwert. 
Eine wichtige Informationsquelle stellen morphologische Untersuchungen von Muskelbioptaten 
dar. Das Vorhandensein von „ragged red fibers“ ist hinweisend auf eine mitochondriale Myopathie, 
auch wenn es möglich ist, dass eine Mitochondriopathie ohne das Auftreten derselben vorliegt 
(PETERSON et al. 1988), bzw. - bedingt durch die Schnittebene in der Histologie - vorhandene 
„ragged red fibers“ nicht immer nachgewiesen werden können.  
Neben der morphologischen Untersuchung kann man anhand verschiedener histochemischer 
Techniken die einzelnen Enzymaktivitäten in Muskelproben bestimmen: die Aktivität der -
Glukan-Phosphorylase a und b (MEIJER 1968), der Adenosintriphosphatase (WACHSTEIN und 
MEISEL 1957a; WACHSTEIN und MEISEL 1957b), der Myosin Adenosin-Triphosphatase 
(MEIJER 1970), der Succinat-Dehydrogenase (NACHLAS et al. 1957), der Menadion-
Oxidoreduktase (WATTENBERG und LEONG 1960), des Komplex I der Atmungskette (RAGAN 
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1976), der Oligomycin-sensitiven ATPase (TZAGOLOFF 1979), der Cyclooxigenase (Komplex IV 
der Atmungskette) (SELIGMAN et al. 1968) und der NADH Ferricyanid-Reduktase (RAGAN 
1976). Je nach Kodierung der einzelnen Enzyme in der nukleären oder mitochondrialen DNA kann 
bei einer Verringerung der Aktivität die Ursache näher lokalisiert werden. 
Wichtige diagnostische Hinweise liefert zudem die Bestimmung des Laktat- und Pyruvatgehalts im 
Liquor cerebrospinalis. Beim Vorliegen einer mitochondrialen Enzephalopathie werden erhöhte 
Werte erwartet (WAKSHLAG et al. 1999; LÖBERT 2003). 
Bei Hinweisen auf eine Mitochondriopathie ist es entscheidend, den Defekt genau zu lokalisieren, 
das bedeutet, entweder das betroffene Enzym zu finden oder die entsprechende Mutation in der 
genomischen bzw. mitochondrialen DNA nachzuweisen. Durch Belastungssituationen wie z.B. 
körperliche Anstrengung oder eine Fütterung kann die Ermittlung von abweichenden 
Enzymaktivitäten vereinfacht werden. Ist der Spiegel für Pyruvat und Laktat vor der Fütterung 
erhöht, kann man das als hinweisend für eine Mitochondriopathie deuten. Nach der Fütterung muss 
dann allerdings der Pyruvatgehalt im Gegensatz zum Laktatspiegel sinken, so dass der Pyruvat-
Laktat-Quotient steigt. Das weist dann auf einen Defekt des Elektronentransports oder auf eine 
Störung der Pyruvatcarboxylase hin (OLBY et al. 1997b) 
 
2.2.5 Störungen der mitochondrialen Funktion während des Alterns 
 
Den Mitochondriopathien stehen die altersabhängigen Veränderungen der mitochondrialen 
Funktion gegenüber. 
Viele altersassoziierte Erkrankungen stehen im Zusammenhang mit Sauerstoffradikalen. In diesem 
Kontext wurde postuliert, dass Mutationen der mtDNA und Veränderungen im zellulären 
Energiestoffwechsel zur Entstehung des Alterungsprozesses und degenerativer Erkrankungen 
beitragen. Die Kapazität der oxidativen Phosphorylierung nimmt vermutlich durch eine 
Ansammlung an defekter mitochondrialer und genomischer DNA ab (LUFT 1994). 
Altersassoziiert treten beim Menschen sowohl eine Reduktion der Aktivität der Cytochrom-C-
Oxidase als auch der Translationsaktivität der Mitochondrien auf (HAYASHI et al. 1994). Isolierte 
Mitochondrien aus Mausgewebe, das von Mäusen verschiedenen Alters entnommen wurde, zeigten 
hingegen einen Anstieg der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivität mit zunehmendem Alter. Die Analyse 
der Translationsaktivität dieser Gewebe ergab allerdings nach einem initialen Anstieg in der 
juvenilen Phase einen kontinuierlichen Abfall während des Alterns (nach 21 Wochen). Dieser 
Effekt konnte sowohl in Gehirngewebe als auch in Proben von Skelettmuskulatur nachgewiesen 
werden. Die Menge an mtDNA pro Mitochondrium blieb dabei jedoch während jeder Altersstufe 
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konstant und auch das Auftreten von Punktmutationen, die einen hemmenden Effekt auf die 
Cytochrom-C-Oxidase haben, konnte nicht altersspezifisch nachgewiesen werden (TAKAI et al. 
1995).  
Mit Sicherheit geht der normale Alterungsprozess mit Schäden an Molekülen inklusive DNA-
Molekülen einher. Erkrankungen, die mit Alterationen der DNA zusammenhängen, treten gehäuft 
im Alter auf. Außerdem geht die Konzentration an mitochondrialer mRNA und rRNA in Gehirn- 
und Herzgewebe alternder Ratten zurück (GADALETA et al. 1990). Dies ist assoziiert mit einem 
fünfzigprozentigen Abfall der Transkriptionsrate (FERNANDEZ-SILVA et al. 1991). In humanen 
Skelettmuskel- und Leberzellen nimmt mit zunehmendem Alter die Enzymaktivität der 
Atmungskettenkomplexe I und IV ab. In Rattenzellen wurde eine Abnahme des Coenzym Q-
Gehalts in verschiedenen Geweben nachgewiesen (BEYER et al. 1985). Derselbe Nachweis wurde 
auch für Menschen erbracht (KALEN et al. 1989; LUFT 1994). 
Mutationen, die einen Funktionsverlust bedingen, akkumulieren im Alter nur auf einem sehr 
niedrigen Niveau (unter einem Prozent) in allen Geweben von Säugetieren. Es entstehen dabei 
Zellen, die fast vollständig ihre wild-typ-mtDNA verloren haben. Die Akkumulation dieser Zellen 
findet allerdings an einigen Punkten gehäuft statt. Das legt nahe, dass diese Zellen auch ohne 
funktionierende Atmungskette mindestens so lange überleben, dass sie überhaupt akkumulieren 
können. Die „Reduktive Hotspot Hypothese“ geht davon aus, dass der fehlende mitochondriale 
Elektronentransport durch einen Plasmamembran-Elektronentransport ersetzt wird. Da dieser 
Prozess die ursprüngliche Funktion nicht vollständig kompensieren kann, entsteht in einem 
Nebeneffekt Superoxid. Superoxid initiiert seinerseits freie Radikale, die dann zu Schäden der 
mitochondrial unmutierten Zellen in der Umgebung führen können (DE GREY 2002).  
2.2.6 Therapieansätze 
 
Eine spezifische kausale Therapie der Mitochondriopathien konnte bis dato noch nicht entwickelt 
werden.  
Nach der Diagnostik einer Mitochondriopathie steht eine symptomatische unterstützende Therapie 
im Vordergrund (Pfeffer et al., 2012). Diese Therapie sollte an die jeweilige Ausprägung individuell 
angepasst werden. Ziel ist es, die Energieanforderungen an die gestörten Mitochondrien zu 
minimieren, bzw. ihnen für ihre Funktion die bestmöglichen Verhältnisse zu schaffen 
(CHATURVEDI et al. 2005). Grundsätzlich sollten Patienten eine adäquate Physiotherapie sowie 
viel Ruhe und einen möglichst großen Schutz vor Stress-Einwirkung (mental, Temperaturstress, 
Alkohol, Nikotin, Infektionen) erfahren.  
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Supplementierung einzelner Komponenten wie Coenzym Q, Vitamin C und K, Carnithin, Folsäure, 
Thiamin und Riboflavin können auf den Einzelfall abgestimmt vorgenommen werden, generell ist 
der therapeutische Gewinn aber als gering einzuschätzen (FINSTERER 2004). Wenn jedoch durch 
einen gestörten Transport oder eine gestörte Synthese die Konzentration einzelner Kofaktoren 
erniedrigt ist, ist eine Substituierung als sinnvoll zu betrachten. Dies ist zum Beispiel im Fall von 
KSS eine verminderte Folsäure-Konzentration (ALLEN et al. 1983). Bei dem primären Carnithin-
Mangel kommt einer Carnithin-Substituierung eine lebensrettende Bedeutung zu. Bei dieser 
Erkrankung ist der Plasma-Carnithin-Transporter gestört und es kommt zu progressiven 
Cardiomyopathien in der Kindheit. Auf eine Carnithin-Substituierung erfolgt dann eine dramatische 
Besserung der Symptome bis hin zu einer Normalisierung der Herzfunktion (TEIN et al. 1990; 
STANLEY et al. 1991; LAMHONWAH und TEIN 1998; NEZU et al. 1999). Mit Hilfe von 
künstlichen Elektronenakzeptoren wurde versucht, eine Störung im Atmungskettenkomplex III zu 
umgehen. Dazu wurden einer Patientin zwei verschiedene Elektronenakzeptoren verabreicht: 
Menadioldiphosphat (40 mg pro Tag) und Vitamin C (4 g pro Tag) (KENNAWAY et al. 1984; 
ELEFF et al. 1984; KEIGHTLEY et al. 2000). Nach einer anfänglichen dramatischen Besserung der 
Symptomatik konnte kein langanhaltender Effekt beobachtet werden (ARGOV et al. 1986). Andere 
Patienten sprachen nicht auf diese Therapie an (DIMAURO et al. 2004). 
Durch die Akkumulierung von Substraten kann es zudem zu pathologischen Veränderungen 
kommen. So ist die für Mitochondriopathien typische erhöhte Laktatkonzentration neurotoxisch. 
Neben der Pufferung mittels Bikarbonat gibt es auch eine spezifischere Therapie: Dichlorazetat 
hemmt die Pyruvatdehydrogenase (STACPOOLE 1989). Die Effizienz muss allerdings noch in 
weiteren Studien belegt werden (DIMAURO et al. 2004). In Patienten mit MNGIE kommt es zu 
einer massiven Ansammlung von Thymidin im Blut (SPINAZZOLA et al. 2002), welche nur 
mittels Dialyse therapiert werden kann. 
Eine spezifische palliative Therapie ist im Fall von Epilepsie, Spasmen, Parkinson, Myalgien, 
Muskelkrämpfen, endokrinen Dysfunktionen und Herzerkrankungen angezeigt (DIMAURO et al. 
2004). Chirurgische Interventionen sind bei Ptosis, Katarakt und Glaukom indiziert (FINSTERER 
2004). Bei dominierenden kardialen Problemen kann die Therapie in Form von Herzschrittmachern 
oder einer Herztransplantation erfolgen (TRANCHANT et al. 1993; BOHLEGA et al. 1996; 
SANTORELLI et al. 2002). 
Außerdem sollte bei jedem Patienten mit diagnostizierter Mitochondriopathie äußerste Vorsicht im 
Zusammenhang mit lokalen sowie Allgemeinanästhesien geboten sein. Hypoxien sollten unbedingt 
vermieden werden (FINSTERER 2004). 
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Auch wenn eine klinische Verbesserung der Symptomatik nicht in jedem Fall zu erreichen ist, sollte 
eine Verlangsamung bzw. Unterbrechung in der Progression der Erkrankung angestrebt werden 
(LEONARD und SCHAPIRA 2000a). Einige Patienten sprechen jedoch auf keinerlei Therapie an.  
 
Im Zentrum der Forschung steht gegenwärtig die Gentherapie als Mittel der Wahl zur kausalen 
Therapie von Mitochondriopathien (Pacheu-Grau et al., 2012). Die Idee einer kausalen Therapie 
richtet sich nach den bereits vorhandenen Erfolgen in der klassischen Gentherapie. Dort war es 
gelungen, ein defektes Gen durch eine korrekte Kopie zu ersetzen. Diese Gene wurden entweder 
über einen Retrovirus-Vektor oder über Liposomen in das Zytoplasma eingeschleust.  
Eine einfache Form der Gentherapie wurde erfolgreich bei Luft`s Disease durchgeführt: die 
exzessiv erhöhte Zahl an Muskelmitochondrien wurde durch eine Chloramphenicolgabe gesenkt. 
Dabei wurde der Effekt der verminderten mitochondrialen Proteinsynthese durch das 
Chloramphenicol genutzt. Aufgrund der starken Nebenwirkungen konnte der Versuch nicht über 
einen längeren Zeitraum fortgesetzt werden. Ein erneuter Therapieversuch blieb erfolglos 
(HAYDAR et al. 1971; DIMAURO et al. 1976). Anhand dieses Falls zeigt sich, dass die Übergänge 
zwischen Gentherapie und pharmakologischer Therapie fließend sind, da Medikamente die 
Heteroplasmie beeinflussen können (DIMAURO et al. 2006). 
Mit Hilfe des so genannten „gene shifting“ kommt es zu einer Verminderung der mutierten mtDNA 
in bezug auf die Wildtyp-mtDNA (TAIVASSALO et al. 1999). Das kann über verschieden Wege 
erreicht werden. Eine Möglichkeit ist die Inhibierung der Replikation des mutierten Genoms mit 
Hilfe von Peptid-Nukleinsäuren (Peptide nucleic acids, PNAs). Diese PNAs binden dabei 
spezifisch an der mutierten mtDNA und verhindern damit ihre Replikation (TAYLOR et al. 1997; 
CHINNERY et al. 1999; MCGREGOR et al. 2003). Eine andere Möglichkeit ist der Import von 
RNAs in das Mitochondrium (KOLESNIKOVA et al. 2000). Diese RNAs sind dann in der Lage, 
die mitochondriale Funktion zu verbessern bzw. zu ersetzen (KOLESNIKOVA et al. 2004). Der 
Import von Polypeptiden stellt eine weitere Möglichkeit dar. Dazu gehört die „allotopische 
Expression“, die als Ziel eine Reduktion der mutierten Proteine hat (NAGLEY et al. 1988). Dieses 
Ziel wird durch den Import unmutierter Proteine mit mitochondrialer Siganlsequenz erreicht. Bei 
der „xenotopischen Expression“ werden nicht die Proteine selbst, sondern mitochondriale oder 
nukleäre Gene von anderen Organismen eingeschleust (OJAIMI et al. 2002). 
In vitro konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Oligomycin unter geeigneten 
Kultivierungsbedingungen eine schnelle Selektion der Wildtyp-mtDNA gegenüber der mutierten 
mtDNA möglich war (MANFREDI et al. 1999). Eine solche metabolische Selektion der 
unmutierten mtDNA ist außerdem durch eine Zugabe von Ketonkörpern möglich (SANTRA et al. 
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2004). Auch diese verlangen von der Zelle im Gegensatz zur Glykolyse einen aeroben 
Stoffwechsel. 
Die Beobachtung, dass Satellitenzellen und Myoblasten weniger mutierte mtDNA enthalten als 
Muskelfasern (FU et al. 1996; CLARK et al. 1997; SHOUBRIDGE et al. 1997; TAIVASSALO et 
al. 1999) konnte ebenfalls in einen Therapieansatz umgesetzt werden. Dazu wurden gezielt 
Muskelnekrosen herbeigeführt. Das Ersatzgewebe sollte dann weniger mutierte mtDNA enthalten. 
Leider brachte dieser Ansatz in Studien mit Patienten nicht den erhofften Erfolg (ANDREWS et al. 
1999). 
Neben dem Ersatz von ganzen funktionsgestörten Mitochondrien gibt es außerdem die Möglichkeit, 
die Menge an Mutationen innerhalb eines Mitochondriums zu senken, indem mutierte 
Mitochondrien mit unmutierten fusionieren und dabei durch die Heteroplasmie des „neuen“ 
Mitochondriums unter der Schwelle einer mitochondrialen Funktionsstörung bleiben (DIMAURO 
et al. 2006). 
SEIBEL et al. gelang 1995 eine Weiterentwicklung der Strategie der klassischen Gentherapie, die 
eine Ausdehnung auf Mitochondriopathien ermöglicht. Sie machten sich die spezifischen 
Transportmechanismen der Mitochondrien zunutze, indem sie das benötigte doppelsträngige DNA-
Fragment an ein Signal-Peptid koppelten, das zielgerichtet in die Mitochondrien importiert wird. 
Dieses Konstrukt, die so genannte Chimäre, nutzt dann den hoch konservierten mitochondrialen 
Transportweg für den Import. Es konnte nachgewiesen werden, dass DNA-Moleküle in einer Größe 
von 300 Basenpaaren in isolierte Mitochondrien eingeschleust werden können. Diese 
Fragmentgröße entspricht etwa einem transkriptionsfähigen tRNA-Gen. Die defekte Sequenz 
könnte somit nachhaltig ersetzt werden. Die Einschleusung der Chimäre in das Zytoplasma kann 
über den Weg der klassischen Gentherapie realisiert werden. Dazu lässt man die Chimäre mit 
Lipiden zu kleinen unilamellären Liposomen reagieren, die dann in die Zelle aufgenommen werden 
können (SEIBEL et al. 1995).  
Eine weitere Möglichkeit der Nutzung dieser Chimären entsteht aus der Tatsache, dass mutierte 
mitochondriale DNA in einigen Fällen einen Replikationsvorteil hat und sich somit schneller teilt 
als die Wild-Typ-mtDNA (YONEDA et al. 1992). Der Anteil an mutierter mtDNA nimmt in diesen 
Fällen also stetig zu. Würde man eine Chimäre entwickeln, die neben dem Signal-Peptid „anti-
sense“-DNA-Oligonukleotide mit einer hohen Affinität zu dem defekten Gen besitzen, könnte man 
die Replikation der defekten mtDNA effektiv hemmen. Dieser Vorgang müsste so lange fortgesetzt 
werden, bis die „Wild-Typ-mtDNA“ phänotypisch überwiegt, es also zu keiner Ausbildung von 
Symptomen kommt (TAYLOR et al. 1997). Ein endgültiges Auslöschen der defekten mtDNA ist 
unwahrscheinlich, aber auch unnötig, da es eine gewebespezifische Schwelle für die Ausbildung 
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einer klinischen Erkrankung gibt und nur diese Schwelle unterschritten werden muss. Eine solche 
Heteroplasmie der mtDNA tritt z. B. beim Kearns-Sayre Syndrom und der CPEO (chronic 
progressive external ophthalmoplegia) auf (SEIBEL et al. 1995). 
Mit der Erkenntnis, dass die Mutation von mtDNA mit der Bildung einer spezifischen 
Erkennunssequenz für die Restriktionsendonuklease PstI einhergeht, entwickelten SRIVASTAVA 
und MORAES 2001 einen neuen Therapieansatz. Sie koppelten dieses Enzym mit einer 
mitochondrialen Zielsequenz und konnten dann beobachten, dass der mutierte DNA-Gehalt in den 
getesteten Kulturzellen signifikant abnahm (SRIVASTAVA und MORAES 2001). 
TANAKA et al. machten sich ebenfalls das Auftreten einer anderen Restriktionsenzym-
Erkennungssequenz in der mutierten mtDNA bei verschiedenen Erkrankungen (Neurogene 
Muskelschwäche, Ataxie, Retinitis pigmentosa, Leigh`s Disease) zu nutze. Die Wildtyp-DNA 
enthält diese Schnittstelle für die Restriktionsendonuklease SmaI nicht. Nachdem das SmaI-Gen 
ebenfalls an eine mitochondriale Zielsequenz gekoppelt wurde, konnte sie in Cybrid-Zellen mit der 
mutierten DNA eingeschleust werden. Auch hier konnte gezeigt werden, dass eine spezifische 
Elimination der mutierten DNA stattfand (TANAKA et al. 2002). 
Auch in Mausmodellen wurden erfolgreich Restriktionsendonukleasen eingesetzt (BAYONA-
BAFALUY et al. 2005) und die Erprobung an Patienten hat bereits begonnen (OTT et al. 2006). 
SPEES et al. konnten nachweisen, dass sich Mitochondrien viel dynamischer verhalten als bisher 
angenommen. Sie untersuchten das Verhalten von 0-Zellen während einer Kokultivierung mit  
Progenitorzellen aus dem Knochenmark. Einige der 0-Zellen erhielten dabei funktionierende 
Mitochondrien und konnten sich von ihrem Atmungskettendefekt erholen und anschließend ohne 
das spezielle Kulturmedium mit Uridin und Pyruvat weiterwachsen. Der genaue strukturelle Weg 
der Mitochondrien-Weitergabe konnte allerdings nicht endgültig geklärt werden. Die 
mikroskopische Untersuchung konnte lediglich einen engen Kontakt zwischen Donor-Zellen und 
Empfänger dokumentieren. Der beobachtete Effekt der Weitergabe ließ sich nicht an isolierten 
Mitochondrien nachweisen, so dass es sich höchst wahrscheinlich um einen aktiven zellulären 
Prozess handelt (SPEES et al. 2006). 
 Es liegt die Annahme nah, dass es sich um einen vesikulären Transport handelt, da sich in den 
Donor-Zellen mitochondrienbeladene Vesikel bildeten. Diese Entdeckung könnte ebenfalls zu 
einem kausalen Therapieansatz führen, in dem Progenitorzellen aus dem Knochenmark in Patienten 
mit Mitochondriopathien eingebracht werden, um die betroffenen Zellen mit funktionsfähigen 
Mitochondrien zu versorgen  (SPEES et al. 2006). 
Neben der Gentherapie - bei bereits vorhandener Erkrankung - ist zudem eine Therapie bzw. 
Prävention von Mitochondriopathien innerhalb der Keimbahn denkbar.  
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Möglich wäre z. B. eine Art „In-vitro-Reinigung“ der Oozyten. Wobei das gesamte Zytoplasma mit 
allen defekten Mitochondrien entfernt wird. Danach kann der Nukleus der Oozyte in eine 
enukleierte Spenderzelle implantiert werden, die in  vitro fertilisiert werden könnte (RUBENSTEIN 
et al. 1995; DIMAURO et al. 2004). Ein teilweiser Ersatz (5-10%) des Zytoplasmas wird derzeit als 
eine Art „Verjüngung“ von Oozyten benutzt, um die Erfolgsrate der In-vitro-Fertilisierung zu 
erhöhen (BARRITT et al. 2001). 
2.3  0 -Zellen 
 
Die Bedeutung der mitochondrialen DNA wird besonders deutlich im Zusammenhang mit 
Erkrankungen, die mit mitochondrialen Dysfunktionen assoziiert sind, da die Ursache dieser 
Erkrankungen nicht nur in der nukleären DNA, sondern auch innerhalb der mtDNA liegen kann 
(s.o.). Es ist wichtig, diese Erkrankungen auf zellulärer und molekularbiologischer Ebene 
nachvollziehen zu können, um einen detaillierteren Einblick in ihre Ätiologie und Pathogenese zu 
bekommen und letztendlich auch neue Therapiensätze entwickeln zu können. Für das Verständnis 
der nucleomitochondrialen Interaktionen wäre es besonders hilfreich, mitochondriale DNA zu 
manipulieren, Mitochondrien von einer Zelle in andere übertragen zu können (cybrid studies)  und 
neue DNA in Mitochondrien hineinzubringen. Als ein Schritt in diese Richtung der Forschung ist 
die Entwicklung sogenannter0-Zelllinien zu betrachten (KING und ATTARDI 1989). Das sind 
Zelllinien, denen die mitochondriale DNA vollständig fehlt. 
Bisher wurden verschiedene Methoden zur Erzeugung dieser Zelllinien etabliert. 
Die Gabe von Ethidiumbromid in geringer Konzentration (0,1 bis 20µg/ml) schädigt in humanen 
Zelllinien die Replikation der mtDNA so, dass es im Zuge einer konstanten Zellteilung zu einer 
Abnahme der mtDNA kommt und nach etwa ein bis zwei Monaten keine mtDNA  mehr 
nachweisbar ist (ZYLBER und PENMAN 1969; ZYLBER et al. 1969; NASS 1970; LEIBOWITZ 
1971). In diesen Ethidiumbromid-Konzentrationen wird die Replikation der DNA des Zellkerns nur 
gering beeinträchtigt.  
Die so behandelten Säugetier-Zelllinien weisen dabei allerdings das Problem auf, dass sie nur 
weiterwachsen können, wenn man ihnen eine Pyrimidinversorgung von außen sichert (50µg/ml) 
(MORAIS 1980). Dies beruht auf der Tatsache, dass der induzierte Defekt der 
Atmungskettenfunktion auch die Funktion der Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH) an der 
inneren Mitochondrienmembran stört.  
Die unbedingte Abhängigkeit von Pyrimidinen stellt auch ein sensitives Kriterium bei der 
Herstellung von 0-Zelllinien dar, um zu überprüfen, ob die Zellklone wirklich vollständig frei von 
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mtDNA sind. In pyrimidin- und pyruvatfreiem Medium dürfen sie dann keine Wachstumsaktivität 
zeigen (KING und ATTARDI 1989).  
Durch die Unterbrechung der Atmungskette kommt es im Zuge der Glykolyse zu einer erhöhten 
Produktion an NADH. Um dieses wieder zu NAD
+
 zu regenerieren, benötigt die Zelle Pyruvat, 
welches sie selber nicht ausreichend aus dem Intermediärstoffwechsel bereitstellen kann, so dass 
dieses im Kulturmedium substituiert werden muss (100µg/ml) (KING und ATTARDI 1989). Aus 
dem Pyruvat entsteht dabei Laktat, was ein schnelles Ansäuern des Kulturmediums bedingt. 
Weitere Methoden zur Herstellung von 0-Zelllinien wurden entwickelt. Dazu zählt die Behandlung 
mit Ditercalinium (DC), die eine Erweiterung der Ethidiumbromid-Methode darstellt, da mit dieser 
neuen Methode 0-Zellen - ausgehend von Mausgewebe - hergestellt werden können. Bei diesen 
Geweben war die Ethidiumbromid-Behandlung bisher nicht erfolgreich (INOUE et al. 1997). 
Ditercalinium inhibiert ebenfalls die DNA-Polymerase .  
Des Weiteren kann eine Behandlung der Zelllinien mit 2`,3`-Didesoxycytidin (ddC) erfolgen 
(NELSON et al. 1997). Dieses Nukleosidanalogon inhibiert die Replikation. Die Reduktion des 
Gehalts an mtDNA lässt sich dadurch erklären, dass ddCTP (das Nukleotid-Derivat) ebenfalls mit 
der DNA-Polymerase  interagiert. 
Neben der Verwendung von mutagenen Substanzen ist es möglich, die mtDNA spezifisch mit Hilfe 
von Restriktionsendonukleasen zu zerstören. Dazu muss die Restriktonsendonuklease an eine 
mitochondriale Signalsequenz gekoppelt werden und kann dann spezifisch in die Mitochondrien 
eingeschleust werden, wo sie die mtDNA durch hydrolytische Spaltung zerstört. Im Gegensatz zu 
den oben genannten Methoden bietet das den Vorteil, dass die genomische DNA in ihrer 
Replikation ungestört bleibt und Effekte über eine Beeinflussung der nukleären DNA minimiert 
werden können (KNEISSL, 2004; KUKAT, 2007; KUKAT et al., 2008; SRIVASTAVA AND 
MORAES, 2001; TANAKA et al., 2002). 
2.4 Pyrimidin-Biosynthese 
 
Im Säugetierstoffwechsel gibt es zwei Wege der Pyrimidin-Synthese: zum einen können aus bereits 
vorhandenen Nukleotiden neue Pyrimidine hergestellt werden, zum anderen können die Pyrimidine 
de novo synthetisiert werden. 
Das C-Skelett des entstehenden Pyrimidinkörpers setzt sich aus Aspartat und Carbamylphosphat 
zusammen. Mit Hilfe der Carbamylphosphat-Synthetase wird Carbamylphosphat aus Glutamin, 
Bikarbonat und zwei ATP-Molekülen in mehreren Reaktionsschritten synthetisiert. Das Produkt 
dieser Reaktion wird zusammen mit Aspartat zu Carbamylaspartat kondensiert. Die Aspartat-
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Transcarbamylase katalysiert diesen Schritt. Anschließend wird durch die Dihydroorotase eine 
Wasserabspaltung aus diesem Zwischenprodukt katalysiert, dadurch entsteht das Dihydroorotat.  
Für diese Schritte wird ein einziges multifunktionelles Enzym verwendet, das CAD-Protein 
(JONES 1980). In seinen verschiedenen Domänen enthält es die Aktivitäten der Carbamylphosphat-
Synthetase, der Aspartat-Transcarbamylase und der Dihydroorotase. 
Mit Hilfe der Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH) wird das entstandene Dihydroorotat im 
vierten Schritt der Pyrimidinsynthese in Orotat umgewandelt. Protonenakzeptor ist dabei in 
Säugetierzellen Ubiquinon, das die frei werdenden Elektronen direkt für die 
Atmungskettenreaktionen zur Verfügung stellt (JONES 1980). 
Die Dihydroorotat-Dehydrogenase ist ein 
einzelnes Enzym. In Vertebraten-Zellen ist 
es als integrales Membranprotein an der 
inneren Mitochondrienmembran lokalisiert 
und mit seiner katalytischen Domäne zum 
Intermembranspalt ausgerichtet (LIU et al. 
2000). Das erlaubt eine freie Diffusion des 
Substrates (Dihydroorotat) und des 
Produktes (Orotat) zur Pyrimidin-
biosynthese. Eine zweite kleinere Domäne 
formt in der inneren mitochondrialen 
Membran einen Tunnel, der die Reaktion 
über Ubiquinon mit der Atmungskette direkt verbindet (EVANS und GUY 2004).  
Die DHODH wird nicht mitochondrial synthetisiert. Es findet ein Import des kernkodierten Proteins 
in den Intermembranspalt statt (RAWLS et al. 2000). Zielgebend ist dabei die N-terminale Sequenz 
mit ihrem kationischen, amphiphilen Motiv. Die hydrophobe Sequenz ist entscheidend für die 
Insertion in die innere Mitochondrienmembran.  Während des gesamten Transports wird das 
Molekül nicht  proteolytisch prozessiert. 
In einigen Bakterien und Pilzen, wie zum Beispiel S. cerevisiae, ist die DHODH ein cytosolisches 
Enzym. Da es dort nicht in die Mitochondrien transportiert wird, fehlt die N-terminale Sequenz, die 
den Transport steuert. Gleichzeitig bedeutet das, dass diese Sequenz, anders als die konservierten 
Regionen, nicht bestimmend für die katalytische Funktion des Enzyms ist (RAWLS et al. 2000). 
Eine weitere Besonderheit der DHODH aus S. cerevisiae ist ihr spezifischer terminaler 
 
Abb. 2.8: Schematische Darstellung der DHODH, 
integriert in die innere Mitochondrienmembran 
(EVANS und GUY 2004) 
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 Elektronenakzeptor. Anders als die 
DHODH aus z.B. Säugetierzellen, benutzt 
diese Fumarat und nicht Ubiquinon als 
Elektronenakzeptor  (NAGY et al. 1992). 
Die letzten beiden Reaktionsschritte der 
Pyrimidin-Biosynthese werden in 
Säugetieren wieder durch ein 
multifunktionelles Protein realisiert 
(JONES 1980). Die Domänen dieses 
Proteins enthalten die Aktivitäten von 
einer Orotatphosphoribosyl-Tranferase 
und einer Orotidin-5-monophosphat-
decarboxylase. Diese katalysieren 
zunächst die Synthese von Orotidin-5-
monophosphat (OMP) aus Orotat und 
Phosphoribosyl. Im nächsten Schritt 
erfolgt dessen Decarboxylierung zu Uridinmonophosphat. Dies stellt den Grundbaustein für die 
Synthese der anderen Nukleotide der Pyrimidinreihe dar. Aus Uridinmonophosphat kann durch 
ATP-abhängige Phosphorylierung Uridindiphosphat und Uridintriphosphat entstehen.  
 
Zielsetzung dieser Arbeit ist es das 0-Zellsystem zu verbessern. Im Fokus steht dabei die Uridin-
Abhängigkeit der 0-Zellen. Die im Gegensatz zur Vertebraten-Isoform funktionell von der 
Atmungskette unabhängige DHODH von S. cerevisiae soll auf ihre mögliche Funktionalität in 0-
Säugetierzellen getestet werden, um damit den Zellen einen neuen Stoffwechselweg zur Nukleotid-
Synthese zu ermöglichen und Schwierigkeiten bei der Kultivierung dieser Zellen zu minimieren.  
 
Abb. 2.9: Intrazelluläre Darstellung der CAD (blau), 
DHODH (gelb) und der UMP-Synthetase (rot) und 
ihren möglichen Interaktionen mit dem Zellkern, den 
Mitochondrien und  dem Zytoskelett. (oa = Orotat) 
(EVANS und GUY 2004) 
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1,4-Dithiothreitol (DTT) AppliChem 
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure (HEPES) AppliChem 
5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-β-D-Galactosid (X-Gal) AppliChem 
Agar AppliChem 
Agarose Cambrex 
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) AppliChem 
Ampicillin AppliChem 
ATP MBI Fermentas 
Bovines Serum Albumin (BSA) New England Biolabs 
Chloroform AppliChem 
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP-Set) MBI Fermentas 
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem 




Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz (EDTA) AppliChem 
Ficoll AppliChem 





Isopropyl- -D-Thiogalactosid (IPTG) AppliChem 
Kaliumacetat AppliChem 
Kaliumchlorid (KCl) AppliChem 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) AppliChem 
Kanamycin AppliChem 
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Magnesiumchlorid (MgCl2) AppliChem 
Magnesiumsulfat (MgSO4) AppliChem 
Natriumacetat AppliChem 
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem 
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem 
Natronlauge (NaOH) AppliChem 
Orange G AppliChem 
Phenol AppliChem 
Polyethylenglycol (PEG) MW 1500 Fluka 
Polyethylenglycol (PEG) MW 4000 AppliChem 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) AppliChem 
Triton X-100 AppliChem 
Trypton AppliChem 










)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
80lacZM15 lacX74 deoR recA1 araD139 (ara-leu)7697 




F’ / endA1 hsdR17 (rK-mK+) glnV44 thi-1 recA1 gyrA (Nal
r
) 
relA1 (lacIZYA-argF)U169 deoR (80dlac(lacZ)M15) 
 
Escherichia coli  
XL1-Blue  
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3.1.3 Eukaryotische Zelllinien 































 PT 67 Mus musculus Fibroblasten adhärend 
 
3.1.3.1 Kultivierungsmedien 
Zelllinie/ Selektionsmedium Kultivierungsmedium 
143B.TK
- DMEM (high glucose) 
5 % FCS 
1 % Bromdesoxyuridin (BrdU) 
1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin B 
Selektionsmedium 1 DMEM (high glucose) 
5 % FCS 
1 % Bromdesoxyuridin (BrdU) 
1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin B 
1 % Pyruvat 
0,5 % Uridin 
 
Selektionsmedium 2 DMEM (high glucose) 
5 % FCS 
1 % Bromdesoxyuridin (BrdU) 
1 % Penicillin/ Streptomycin/ Amphotericin B 
1 % Pyruvat 
 
Selektionsmedium 3 DMEM (high glucose) 
5 % FCS 
1 % Bromdesoxyuridin (BrdU) 
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3.1.4 Molekularbiologisches Material 
3.1.4.1 Enzyme 
Enzym Hersteller 
DNase I (RNase-frei) MBI Fermentas 
Klenow-Fragment MBI Fermentas 
Pfu-DNA-Polymerase eigene Herstellung 
Proteinase K MBI Fermentas 
RNase A MBI Fermentas 
Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) MBI Fermentas 
Fermentas Transkriptase MBI Fermentas 
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas 
T4-DNA-Polymerase MBI Fermentas 
T4-Polynucleotidkinase MBI Fermentas 





BamHI New England Biolabs 
BpiI MBI Fermentas 
BsmI New England Biolabs 
BspMI New England Biolabs 
DraI New England Biolabs 
EcoRI MBI Fermentas 
EcoRV Roche 
HindIII Roche 
KpnI MBI Fermentas 
NcoI New England Biolabs 
NheI New England Biolabs 
NotI MBI Fermentas 
PstI New England Biolabs 
SacI MBI Fermentas 
SmaI Roche 
Material und Methoden 
 
 - 39 - 
XbaI New England Biolabs 
XhoI New England Biolabs 
Es wurden jeweils die vom Hersteller angegebenen Puffer verwendet. 
 
3.1.4.3 Klonierungs-Vektoren 
3.1.4.3.1 pCR 2.1® TOPO® 
 




Vektorkarte des Plasmids pIRES2-EGFP® (von der Firma BD Biosciences Clontech) 
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3.1.4.3.3 pLXRN® 
 




+4°C Kühlschrank Liebherr 
-20°C Gefrierschrank Liebherr 
-80°C Gefrierschrank und -truhe Thermo 
Autoklav Systec V-150 Systec 
Brutschrank Function line Kendro 
Brutschrank Hera cell 240  Kendro 
Centrifuge 5415 R Eppendorf 
Centrifuge 5810 R Eppendorf 
Eismaschine Scotsman AF 100 Scotsman 
Feinwaage CP 64 Sartorius 
Geldokumentationssystem AlphaImager
TM 
 Biozym Scientific GmbH 
Gradientencycler  Eppendorf 
Inkubationsrundschüttler Forma Orbital Shaker Thermo 
Inverses Fluoreszenz Mikroskop DMI 6000 B Leica 
Inverses Mikroskop DMIL Leica 
Kamera DFC 350 FX Leica 
Laborwaage CP 3202 S Sartorius 
Magnetrührer Heidolph MR 3001 Heidolph 
Mikrowellengeräte  
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Mikromat AEG 
MW 500 Mikrowellenherd 
AEG 
PROFImikro 
Mini Gelelektrophoresesystem Mupid-2 
Mini Spin Plus Eppendorf 
pH-Meter pH 740 WTW 
Spektralphotometer Heλios Y Thermo 
Spülmaschine Professional G 7883 CD Miele 
Sterilbank Hera safe HSP 12 Kendro 
Thermocycler GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems 
Thermomixer comfort Eppendorf 
Trockenschrank FD 240 Binder  
Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Wasserbad Memmert 
Wasserbadheizgeräte  
WTE var 3185 




Wasserdidestillationsgerät Aquatron A 4000 D Aquatron 
Zellzähler cell viability analyser Beckman coulter 




D-MEM (4500 mg/l Glucose, mit Natriumpyruvat) Gibco 
Einmalpipetten greiner bio-one 
Fötales Kälberserum (FCS) Gibco / PAA 
Kryoröhrchen Corning 
L-Glutamin (200 mM) Gibco 
Penicillin-Streptomycin-Lösung Gibco 
Petrischalen, Kunststoff Sarstedt 
Reaktionsgefäße aus Polypropylen  Sarstedt 
Spektralphotometer-Küvetten Hellma 
Sterilfilter Millipore 
Zellkulturschalen und -flaschen Sarstedt 
Amphotericin B Gibco 
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ATGACAGCCAGTTTAACTACCAAGTTCTTG 60 Thermo 
Scer-URA1-944-
REV 








AATTCctgcagTTAAATGCTGTTCAACTTCCCACGG 60 Thermo 
pLXRN-883-
FOR 
CAGGATATGTGGTTCTGGTAGGAGACG 60 Eurogentec 
pLXRN-1142-
REV 
GTTGCTAACTCATCGTTACCATGTTGC 59,1 Eurogentec 
pIRES-EGFP-
1135-FOR 
GGGGCCTCGGTGCACATG 59,3 Thermo 
Hybaid 
M13-FOR GTAAAACGACGGCCAG 43,6 Thermo 
M13-REV CAGGAAACAGCTATGAC 36,3 Thermo 
GAPDH-524-
FOR 
CCTCCTGCACCACCAACTGCTTA 60 Thermo 
GAPDH-950-
REV 
GAGTGGGTGTCGCTGTTGAAGTCA 60,1 Thermo 
EGFP-068-FOR TAAACGGCCACAAGTTCAGCG 57,6 Thermo 
EGFP-154-REV CGGTGGTGCAGATGAACTTCA 55,9 Thermo 
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3.1.4.7 Kits 
Kit Hersteller 
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I Peqlab 
Metafecten Transfection Reagent Biontex 
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen 
TOPO Cloning Kit Invitrogen 
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen 
3.1.4.8 Software, Programme, Datenbanken 
Acrobat Reader 7.0 Adobe 
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
CorelDRAW 12 CorelGraphics 
Microsoft Office 2003 Microsoft 
Photoshop CS Adobe 
The Sequence Manipulation Suite http://bioinformatics.org/sms/ 
Visual Cloning 2000 Redasoft 
Webcutter 2.0 http://rna.lundberg.gu.se/cutter2 
Leica Application Suite Leica 
Reference Manager 11 Thomson Research Soft 
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3.2 Methoden 
 
3.2.1 Isolierung und Reinigung von DNA 
3.2.1.1 Reinigung von DNA durch präparative Agarose-Gelelektrophorese mit 
dem Qiaquick
® 
Gel Extraction Kit 
 
Die Methode der Gelextraktion dient dazu, über die Gelelektrophorese (3.2.3.1) eindeutig 
längendefinierte und isolierte DNA-Fragmente aus dem Gel zurückzugewinnen. Dies ist zum 
Beispiel nach der Restriktionsspaltung (3.2.4.1) nötig, um ein bestimmtes Fragment zur weiteren 
Klonierung (3.2.7) zur Verfügung zu haben. 
 
Durchführung: 
Nach einer Gelelektrophorese (3.2.3.1) wurde die entsprechende Bande unter UV-Licht (= 
320 nm) identifiziert und mit Hilfe eines Skalpells herausgetrennt. Dabei ist darauf zu achten, die 
Zeit der UV-Licht-Exposition möglichst gering zu halten. Die Masse des Gelstücks wurde ermittelt, 
je Gewichtsanteil mit drei Teilen Puffer QG versetzt und bei 50° C etwa zehn Minuten inkubiert, 
bis sich das Gelstück vollständig gelöst hatte. Daraufhin wurde die Lösung mit einem Anteil 
Isopropanol je Gewichtsanteil Gel vermischt, die Probe auf eine QIAquick Spin-Säule gegeben und 
für eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die 
Säule mit 750 l Puffer PE gewaschen (Zentrifugation eine Minute bei maximaler 
Geschwindigkeit). Nach dem Waschen wurde die Säule eine Minute trocken zentrifugiert und in ein 
sauberes 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Die DNA wurde mit 50 µl Wasser durch Zentrifugieren 
eluiert. Anschließend wurde mit Hilfe eines Agarosegels die DNA-Konzentration bestimmt 
(3.2.2.2). 
 
3.2.1.2 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
3.2.1.2.1 GTE-System 
 
Diese Methode wurde vor allem dazu eingesetzt, Bakterienklone nach einer Transformation 
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Material: 
o Lösung 1 (GTE-Puffer) 50 mM Glukose 
25 mM Tris/HCl, pH 8,0 
10 mM EDTA 
1 Spatelspitze RNAse A 
o Lösung 2 (Lysispuffer) 0,2 M NaOH 
1% (w/v) SDS 
o Lösung 3 (Kaliumacetatlösung) 60 ml 5 M Kaliumacetatlösung 
11,5 ml Essigsäure (100 %) 
28,5 ml OddH2  
o 100% Ethanol (-20°C)  
 
Durchführung: 
Zunächst wurde das Plasmid im entsprechenden Bakterienklon vermehrt. Dazu wurde von diesem 
Klon eine Übernachtflüssigkultur (3.2.6.1)  in LB-Medium angefertigt. Danach wurden 1,5 ml 
dieser Übernachtkultur in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und eine Minute bei 13 000 rpm in 
einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100 µl GTE-
Puffer mit RNase resuspendiert. Danach wurden 200 ml Lysispuffer hinzugegeben und durch 
mehrmaliges invertieren mit der Lösung vermischt. Dann wurde die Reaktion mit 150 µl 
Kaliumacetatlösung neutralisiert und der Ansatz kräftig geschüttelt. Nach einminütiger 
Zentrifugation bei 13 000 rpm zum Pelletieren der Zelltrümmer wurden 400 µl des Überstandes in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt. Diesem Überstand wurden dann 400 µl -20° C kalter, 
100 %iger Ethanol hinzu gegeben, vermischt und für zehn Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert. 
Danach wurde der Überstand mit Hilfe einer Vakuumpumpe sorgfältig abgenommen und das 
entstandene Pellet bei geöffnetem Reaktionsgefäß an der Luft für fünf bis zehn Minuten getrocknet. 
Zum Schluss wurde das Pellet in 30 µl OddH2 aufgenommen und stand für weitere Analysen, zum 




 Plasmid Miniprep Kit I 
 
Alternativ wurde zur Plasmid-Isolation noch das Kit der Firma Peqlab verwendet. Diese Methode 
stellt eine Kombination aus alkalischer Lyse und Adsorption der DNA an ein Silika-Gel in einer 
Säule dar. Die DNA wird hierbei nicht gefällt, sondern gebunden und anschließend mit OddH2  
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eluiert. Das so gewonnene Plasmid hat in der Regel einen höheren Reinheitsgrad und ist somit auch 
für empfindlichere Folgereaktionen als die Restriktionsenzymspaltung, zum Beispiel die 
Sequenzierung (3.2.9.1) oder die Transfektion (3.2.8.6) von Zellen, geeignet. 
 
Durchführung: 
Die Durchführung erfolgte nach dem Hersteller-Protokoll. 
Fünf Milliliter einer Übernachtflüssigkultur (3.2.6.1) wurden bei 50 000 g für zehn Minuten 
zentrifugiert, der Überstand verworfen, das Pellet in 250 µl Lösung I/ RNase A resuspendiert und in 
ein  neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach der Zugabe von 250 µl Lösung II und vier- bis 
sechsmaligem Invertieren wurde das klare Lysat mit 350 µl Lösung III versetzt und gemischt, bis 
sich ein weißes Präzipitat bildete. Daran schloss sich ein Zentrifugationsschritt von fünf bis zehn 
Minuten bei 10 000 g an. Der so gewonnene Überstand wurde in die HiBind
®
-Miniprep-
Zentrifugensäule gefüllt. Um die DNA zu binden, wurde das Lysat bei 10 000 g durch die Säule 
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Daraufhin wurden 750 µl des mit absolutem 
Alkohol komplettierten DNA-Waschpuffers auf die Säule pipettiert und für eine Minute bei 
10 000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen. Zum Trocknen wurde die Säule 
eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit (13 000) zentrifugiert. Danach wurde die Plasmid-
DNA mit 50 µl OddH2  durch einminütiges Zentrifugieren bei 10 000 g in ein neues 1,5 ml-Gefäß 
eluiert. 
 
3.2.2 Quantifizierung von DNA 
3.2.2.1 Photometrische Quantifizierung von DNA 
 
Die photometrische Quantifizierung der DNA-Lösung erfolgt durch die Bestimmung der 
Absorption bei den Wellenlängen = 260 nm und = 280 nm in einer Quarzküvette bzw. einer 
UV-gängigen Kunststoffküvette im Spektralphotometer. Als Referenzlösung zur 
Nullwertermittlung dient das jeweilige Lösungsmittel. 
Bei = 260 nm haben Nukleinsäuren und bei  = 280 nm haben aromatische Aminosäuren ein 
Absorptionsmaximum. 
Die Abhängigkeit der Lichtabsorption von der Konzentration der absorbierenden Substanz wird in 
verdünnten Lösungen durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben: 
 
dc)I/Ilg(A 0   
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Dabei ist A die im Photometer gemessene Absorption (spektrales dekadisches Absorptionsmaß nach 
UIPAC), I 0  die Intensität des eintretenden, I die des nach Durchstrahlen der Lösung austretenden 
Lichtes, c die molare Konzentration der absorbierenden Substanz (mmol/l) und d die Schichtdicke 
der Lösung (cm).   wird als molarer dekadischer Absorptionskoeffizient (nach UIPAC, früher 
Extinktionskoeffizient) bezeichnet ( 11 cmmoll   ). 
Der molare dekadische Absorptionskoeffizient   entspricht der Absorption einer molaren Lösung 
in 1 cm dicker Schicht bei einer definierten Wellenlänge und  Temperatur; der molare natürliche 
Absorptionskoeffizient  = 2,303 . 
Die Konzentration der zu messenden Probe ist nach folgender Gleichung zu bestimmen: 
 
d/FAc 260   
 
Die Konzentration der DNA ergibt sich aus der Absorption bei 260 nm (A 260) multipliziert mit dem 
für die Art der zu messenden Probe spezifischen Proportionalitätsfaktor F und  
dividiert durch die durchstrahlte Schichtdicke der Lösung d.  Die Werte für verschiedene 
Nukleinsäuren sind in der Tabelle (3.1) aufgelistet 
 
Tab. 3.1:  Mittelwerte für Proportionalitätsfaktoren, Molekulargewichte und molare 









dsDNA 50 330 8,250 
RNA 40 340 6,600 
ssDNA 37 330 8,919 
 
Durchführung: 
Es wurden 500 µl OddH2  (identisch mit dem Wasser zur Probenverdünnung) in die Küvette gefüllt, 
die zu Beginn der Messung am Spektralphotometer zur Nullwertbestimmung herangezogen wurde. 
Die einzelnen Proben wurden in einem Verhältnis von 5µl Probenlösung zu 495 µl OddH2  gut 
gemischt und ebenso in eine Küvette gegeben. Das Verdünnungsverhältnis sowie die zu messende 
Art der Probe (z.B. dsDNA) waren am Spektralphotometer einzustellen. Nach dem Nullabgleich 
wurden die einzelnen Konzentrationen der Proben bestimmt. 
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Das Photometer errechnete dabei selbständig die DNA-Konzentrationen c sowie das Maß für das 
Verhältnis DNA zu Proteinen p und gab die Werte direkt an einen zur Datenverarbeitung 
angeschlossenen Computer weiter. 
 
3.2.2.2 Quantifizierung von DNA durch optischen Vergleich der 
Bandenintensität auf einem Agarosegel  
 
Diese Methode wurde zur Quantifizierung von DNA-Mengen im Nanogrammbereich verwendet. 
Hierzu wurde die zu bestimmende DNA zusammen mit der Konzentrationsreihe einer 
quantifizierten Marker-DNA auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach der beendeten Elektrophorese 
(3.2.3.1) wurde das durch Ethidiumbromid angefärbte Gel unter ultraviolettem Licht betrachtet. 
Durch den Vergleich der Fluoreszenz-Intensität der zu quantifizierenden DNA mit der der 
Markerfragmente konnte die DNA-Menge – bezogen auf das eingesetzte Volumen – hinreichend 
genau bestimmt werden. 
 
3.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA 
3.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Elektrophorese mittels Agarose-Gelen wird für die Trennung, Identifizierung und Reinigung von 
DNA-Fragmenten benutzt. 
Aufgrund der Phosphatgruppen in ihrem Rückgrat, besitzen Nukleinsäuren eine negative 
Nettoladung. Diese Tatsache wird bei der Gelelektrophorese genutzt, bei der die Nukleinsäuren auf 
eine Matrix aus Agarose aufgebracht werden und eine Spannung angelegt wird. Aufgrund der 
negativen Nettoladung wandert die DNA im elektrischen Feld zur Anode. Agarose ist ein 
langkettiges, unverzweigtes lineares Polymer aus Agarobiose, ein aus D-Galaktose und 3,6-
Anhydro-L-Galaktose bestehendes Disaccharid. 
Die Auftrennung während der Elektrophorese kann durch die im Auftragspuffer enthaltenen 
Farbstoffe Bromphenolblau und Xylecyanol FF verfolgt werden. Nach Beendigung der 
Elektrophorese können die DNA-Fragmente mit Hilfe des im Gel enthaltenen Ethidiumbromid 
sichtbar gemacht werden. Dieser fluoreszierende Farbstoff lagert sich in die große Furche der DNA 
ein und die DNA-EtBr-Komplexe können mittels UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt und als 
orangefarbene (590 nm) Banden sichtbar gemacht werden. Zur Dokumentation wurde das Gel unter 
Verwendung einer CCD-Kamera fotografiert und das Bild ausgedruckt bzw. digital gespeichert. 
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Material: 
o Agarose  
o Mupid-2 Gelsystem  
o 1x Mupid Laufpuffer (1x TAE- Puffer) 4,8 g Tris 
0,74 g Na2EDTA   
1,14 ml Essigsäure (100 %ig) 
mit OddH2  auf 1 Liter auffüllen 
o 6x DNA-Probenpuffer (10 ml) 6 ml Glycerin 
3 ml 0,2 M Na2EDTA   
1 ml OddH2  
o 6x Ultra fast-Auftragspuffer 0,2  % (w/v) Orange G in 6x DNA-Probenpuffer 
 
Durchführung: 
Zur Herstellung des 1%igen Agarosegels wurde 2,4 g Agarose mit 240 ml  1x Mupid-Laufpuffer 
überschichtet und in einer Mikrowelle vier Minuten erhitzt, bis die Agarose vollständig gelöst war. 
Nach dem Abkühlen wurde die Lösung mit 10 4  Volumenanteilen Ethidiumbromid-Lösung 
(10 µg/ml) versetzt, durchmischt und in das Mupid-2 Gelschlittensystem gegossen, in dem ein 
Probenkamm eingesetzt war zur Formung der Geltaschen. Nach dem Erstarren der Gele konnten 
diese zur Aufbewahrung mit 1x Mupid-Laufpuffer überschichtet bei 4° C gelagert werden.  
Vor Gebrauch wurde das Gel in der Mupid-2-Gelelektrophoresekammer platziert. Die zu 
analysierende DNA wurde mit 1/6 Volumen Auftragspuffer (6x Ultra fast) auf einem Streifen 
Parafilm vermischt und in die Geltaschen pipettiert.  Als Längenstandard diente für kleinere 
Fragmente unter 1 kb der DNA-Längenmarker pUC Mix8 und für größere bis etwa 6 kb der 
Lambda DNA/ EcoRI + Hind III Marker 3 (Abb. 3.1). 
Nachdem die Proben in die Geltaschen aufgetragen waren, wurde in der Gelkammer eine Spannung 
von 135 V für 10 bis 30 Minuten angelegt. Anschließend wurde das Gel unter UV-Licht (= 320 
nm) analysiert. Wurden eine oder mehrere Banden für eine Gelextraktion benötigt, war darauf zu 
achten, dass das Gel dem UV-Licht nur sehr kurze Zeit ausgesetzt wurde, da dessen Einwirken dazu 
führen kann, dass sich Thymidindimere und Strangbrüche bilden, die die Qualität der DNA stark 
reduzieren. 
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Abb. 3.1: DNA-Fragmentlängenmarker für Agarosegele 
 
3.2.3.2 Präparative Agarose-Gelelektrophorese 
 
Für die präparative Agarose-Gelelektrophorese wurde ein möglichst großes Volumen an DNA-
Lösung in die Taschen gefüllt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 
50 – 70 V, um die Beeinträchtigung der DNA-Qualität durch spannungsbedingte thermische Effekte 
zu minimieren. Die entsprechende Bande wurde, um die DNA nicht zu beschädigen, unter 
langwelligem Licht (= 365 nm) identifiziert und mit Hilfe eines Skalpells herausgetrennt. Die 
Aufarbeitung erfolgte dann mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion Kit der Firma Qiagen (3.2.1.1.). 
 
3.2.4 Enzymatische Modifizierung von DNA-Fragmenten 
3.2.4.1 Restriktionsendonuklease-Behandlung von DNA-Fragmenten 
 
Restriktionsendonukleasen werden für die gezielte Fraktionierung von DNA genutzt. Diese aus 
unterschiedlichen Bakterienstämmen gewonnenen Enzyme erkennen und schneiden vorwiegend 
palindromische Tetra-, Penta- und Hexanukleotid-DNA-Sequenzen. Die Spaltung der beiden DNA-
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Stränge erfolgt hydrolytisch innerhalb oder in der Nähe der Erkennungssequenz. An der Spaltstelle 
trägt das 3`-Ende meist eine Hydroxylgruppe, das 5`-Ende in der Regel eine Phosphatgruppe, wobei 
je nach Enzym glatte Enden (blunt ends) oder überstehende einzelsträngige Enden (sticky ends) 
entstehen können.  
Eine Spaltung von DNA wird durchgeführt, um bestimmte DNA-Fragmente zwischen Vektoren 
umzuklonieren (3.2.7), bakterielle Kolonien auf ein bestimmtes vektorielles Insert und 
gegebenenfalls auf seine Orientierung zu überprüfen oder Klonierungsvektoren für eine 
anschließende Ligationsreaktion (3.2.4.3) zu linearisieren. 
 
Durchführung: 
Für die Spaltung von DNA wurden entsprechende Mengen an DNA mit dem jeweiligen Enzym und 
1/10 des Endvolumens an 10x Reaktionspuffer inkubiert. Die Reaktion lief zwischen 30 Minuten 
und acht Stunden bei optimaler Temperatur für das jeweilige Enzym. Anschließend wurden die 
DNA-Fragmente über eine Agarosegel-Elektrophorese (3.2.3.1) aufgetrennt. Die Menge der 
Restriktionsendonuklease ergab sich dabei aus der Definition der Enzymaktivität: 
1 Unit (U) eines Enzyms spaltet 1 µg Referenz-DNA bei optimaler Temperatur innerhalb einer 
Stunde vollständig. 
Die Menge des benötigten Enzyms wird je nach Häufigkeit der Schnittstellen der zu spaltenden 
DNA bestimmt. Ein Reaktionsansatz hatte in der Regel ein Endvolumen von 50 µl. 
 
Standard-Reaktionsansatz (50 µl): 
o 5 µl 10x Restriktionspuffer (entsprechend dem verwendeten Enzym) 
o 1 U Restriktionsendonuklease 
o 1 µg DNA 
o Je nach Bedarf des Enzyms: 1 µl 10x BSA 




Um die Religation, z.B. eines geschnittenen Vektors zu verhindern, wurde die 5`-Phosphatgruppe 
vor der Ligation mit Fremd-DNA durch alkalische Phosphatase (Shrimp alkaline phosphatasis, 
SAP) hydrolysiert. 
Die Dephosphorylierung des Vektors erfolgte im Anschluss an die Restriktionsendonuklease-
Behandlung (3.2.4.1). Entweder wurde das Restriktionsenzym durch Gelextraktion der DNA-
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Fragmente (3.2.1.1) eliminiert oder aber durch Hitze inaktiviert. Letzteres ist nötig, da die SAP 
nach Herstellerangaben in sämtlichen Restriktionspuffern Aktivität zeigt. 
 
Durchführung: 
Es wurden 1/10 Volumen 10x Dephosphorylierungspuffer und 1U SAP zu dem Ansatz gegeben, 
gut gemischt und bei 37° C im Wasserbad 30 bis 60 Minuten inkubiert. Zur Inaktivierung der 




o ~150 ng linearisierter Vektor 
o 1/10 Volumen 10x Dephosphorylierungspuffer 
o 1 U Shrimp alkaline phosphatase (1U/µl) 




Der Vorgang der Ligation dient dazu, zwei DNA-Fragmente miteinander zu verbinden, bzw. ein 
gewünschtes Insert in einen Klonierungsvektor zu inserieren. Das hierzu verwendete Enzym - die 
T4-DNA-Ligase - katalysiert die ATP-abhängige Bildung von Phosphodiester-Bindungen zwischen 
doppelsträngiger DNA mit freien 5`-Phosphat- und 3`-Hydroxylgruppen. 
 
Durchführung: 
Für das Zusammenfügen von komplementären, kohäsiven DNA-Enden wurde der Reaktionsansatz 
zusammen mit 1/10 Volumen 10x Ligationspuffer und 1 µl (6 Weiss-Units) T4-DNA-Ligase bei 
16° C über Nacht oder bei Raumtemperatur für eine Stunde inkubiert. Zur Ligation von Fremd-
DNA mit einer dephosphorylierten Vektor-DNA wurde normalerweise ein molares Verhältnis von 
3:1 gewählt. Es hat sich folgender Ansatz bewährt: 
 
Ligationsansatz (20µl): 
o Dephosphorylierungsansatz (~150 ng linearisierter Vektor) 
o 3-fache molare Menge an Insert-DNA 
o 2 µl 10x Puffer (500mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM MgCl 2 , 100 mM DTT, 10 mM ATP, 
25 µmg/ml BSA) 
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o 1 µl ATP (50 mM) 
o bei blunt-end-Ligation: 1 µl PEG-4000 
o 1µl T4-DNA-Ligase (6 U/µl) 
o mit OddH2  auf 20 µl Gesamtvolumen auffüllen 
 
3.2.4.4 Abspalten von 3`-Überhängen mit der T4-DNA-Polymerase 
 
Mit dieser Methode ist es möglich 3`-Überhänge von DNA, die bei Verwendung von 
Restriktionsenzymen entstanden sind, mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase aufgrund ihrer 3`5`-
Exonuklease-Aktivität abzuspalten, um so glatte Enden (blunt ends) an dem betreffenden Fragment 
zu erzielen. 
Ebenso können mit der T4-DNA-Polymerase 5`-Überhänge aufgefüllt werden, um so ebenfalls ein 
glattes Fragment zu erhalten. 
 
Ansatz zum Abspalten von 3`-Überhängen: 
 
o bis zu 5 µg gespaltene DNA  
o 1 µl dNTPs (je 2 mM)  
o 1 bis 2 U T4-Polymerase (1 U/µl) pro µg 
DNA 
 
o 4 µl T4-DNA-Polymerase-Puffer 5 
o 250 mM Tris-HCl, 75 mM MgCl 2 , 0,5 
mM EDTA, 50 mM 2-Mercaptoethanol, 
0,1 mg/ml BSA, pH 8,8) 
o Mit OddH2  auf 20 µl auffüllen  
 
Der Ansatz wurde bei 12° C für 15 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der 
T4-DNA-Polymerase durch zehn-minütiges Erhitzen auf 75° C. 
 
3.2.5 Enzymatische Amplifizierung durch die Polymerase-Kettenreaktion 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient in erster Linie zur In-vitro-
Amplifizierung von definierten DNA-Bereichen mit bekannter oder unbekannter DNA-Sequenz. 
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Voraussetzung ist, dass von dieser DNA kleine Teile der Sequenz bekannt sind, an der sich 
Oligodesoxynukleotide (Primer) für die Polymerasereaktion anlagern können.  Amplifiziert wird 
die DNA-Region zwischen zwei Primern, die unter normalen Bedingungen bis zu 3000 bp 
auseinander liegen können. 
Voraussetzung für die Polymerase-Kettenreaktion ist eine thermostabile DNA-Polymerase. Die hier 
durchgeführten Arbeiten wurden mit klonierter Pfu-Polymerase ausgeführt. Diese Polymerase 
wurde ursprünglich aus einem hyperthermophilen Prokaryonten (Pyrococcus furiosus) isoliert, 
dessen Enzyme aufgrund seines natürlichen, sehr heißen Habitats enorm hitzestabil sind, was ein 
mehrfaches zyklisches Erhitzen ohne Denaturierung der Enzyme während der PCR ermöglicht. Das 
Temperaturoptimum der Pfu-Polymerase liegt bei 72° C. Sie behält ihre Aktivität auch, wenn sie 
für einige Minuten auf 95° C erhitzt wird. 
Die Besonderheit der Pfu-Polymerase im Vergleich zu anderen Polymerasen besteht darin, dass sie 
ein 3`5`- Exonuklease-Aktivität besitzt, die es ihr ermöglicht, Nukleotide auf Korrektheit des 
Einbaus zu prüfen und gegebenenfalls auszutauschen. 
Die Polymerase-Kettenreaktion läuft in einem gepufferten Reaktionsgemisch ab, das neben zwei 
Oligodesoxynukleotiden, freien Desoxynukleotiden (dNTPs) und der zu amplifizierenden DNA das 
Polymerase-Enzym enthält. 
Ein sich zyklisch wiederholendes Temperaturintervallsystem steuert die Kettenreaktion. Zu Beginn 
der In-vitro-Amplifizierung wird die DNA drei Minuten lang bei 94° C denaturiert. Es entsteht 
einzelsträngige DNA, an die sich jetzt die in der Lösung befindlichen Primer anlagern können. Für 
diesen Reaktionsschritt (Hybridisierung) ist eine Temperatur von 55° C optimal.  Diese Primer 
bilden das 5`-Ende der neu zu synthetisierenden Komplementärstränge. Daran schließt sich die 
Elongation an. Diese erfolgt bei einer für die Pfu-Polymerase günstigen Temperatur von 72° C. Die 
zeitliche Länge dieser Phase wählt man dabei entsprechend der Länge des zu amplifizierenden 
DNA-Fragmentes. Beim darauf folgenden Zyklus dient auch die eben neu synthetisierte DNA als 
Matrize. So kommt es also theoretisch bei jedem Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung der Primer 
und Elongationsreaktion zu einer Verdopplung der DNA und somit zu einer exponentiellen 
Anreicherung des gewählten DNA-Fragmentes. 
Um ein spezifisches Fragment in genügend hoher Ausbeute für weitere Analysen oder Experimente 
zu erreichen, genügen in der Regel 35 Zyklen. An diese Vervielfältigungsphase schließt sich eine 
Phase von sieben Minuten bei 72° C an. In diesem Schritt sollen alle noch angelagerten Primer die 
Elongationsreaktion beenden, um der Entstehung unvollständiger Amplifikate vorzubeugen. 
Danach wird das gesamte PCR-Produkt bis zur weiteren Verarbeitung auf 4° C gekühlt. 
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Zur enzymatischen Amplifizierung von Plasmiden mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurde 




o 10 µl Pfu-PCR-Puffer (10x, inklusive MgCl 2 ) 
o 1 µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl) 
o 2 µl dNTPs 
o 3 µl Forward-Primer (10,0 pmol/µl) 
o 3 µl Reverse-Primer (10,0 pmol/µl) 




o initiale Denaturierung: 94° C   5 min 
o zyklische Denaturierung: 94° C  30 s 
o Hybridisierung:  s.u. 




o Abschluss der Amplifizierung: 72° C  7min 
o Kühlungsphase:  4° C 
 
Die hergestellte Reaktionsmischung wurde in einem Thermal Cycler, der die beschriebenen 
Reaktionsparameter in einem zyklischen Programm durchläuft, inkubiert. Die 
Hybridisierungstemperatur richtet sich dabei nach der niedrigsten theoretischen 
Hybridisierungstemperatur beider Primer. Um die theoretische Hybridisierungstemperatur 
abschätzen zu können, wurde folgende Formel gewählt, die die Anzahl der jeweiligen Nukleotide 
im Primer berücksichtigt: 
  5C,EG4T,EA2CTH   
 
Diese Faustformel ist für Primer mit Hybridisierungstemperaturen zwischen 45° C und 65° C 
uneingeschränkt gültig. 
Material und Methoden 
 
 - 56 - 
 
Verwendeter Reaktionspuffer für die Pfu-Polymerase (10x): 
 
o 200 mM Tris-HCl (pH 8,8) 
o 100 mM   424 SONH  
o 100 mM KCl 
o 1% Triton X-100 
o 1mg/ ml BSA 




Eine RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) ist eine Methode, die eine Reverse 
Transkription mit einer PCR (3.2.5) kombiniert. Sie gliedert sich in diese zwei abgegrenzten 
Abschnitte. Für die Amplifizierung ist es notwendig, die RNA zunächst in DNA umzuschreiben, da 
die RNA nicht als Matrize für thermostabile DNA-Polymerasen genutzt werden kann. Hierfür 
bieten sich mehrere Enzyme an, die als Reverse Transkriptasen oder RNA-abhängige DNA-
Polymerasen bezeichnet werden. Man nennt den dabei gebildeten DNA-Einzelstrang auch 
komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) und der Schritt, in dem diese cDNA entsteht, 
wird als Reverse Transkription (RT) bezeichnet. Die Gesamtreaktion, bestehend aus RT und PCR, 
wird folglich als RT-PCR beschrieben. 
Bei der Reversen Transkription wird ein Reverse-Primer benötigt. Hier hat man die Wahl zwischen 
einem sequenzspezifischen Primer oder Oligo(dT), falls man mRNA detektieren möchte. Als 
Kontrollen, ob DNA bei der RNA-Isolation mitverschleppt wurde, wurden oftmals auch RT-
Reaktionen mit Forward-Primern versehen oder aber RT-Reaktionsansätze ohne Zugabe von 
Reverser Transkriptase inkubiert. 
3.2.5.1.1 RT-PCR mit RevertAid
TM
 H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas) 
 
Die RNA-abhängige DNA-Polymerase M-MLV-Reverse Transkriptase stammt aus einem murinen 
Leukämie-Virus (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) und ist in der Lage 
große cDNA-Fragmente von mehr als 5 kb zu synthetisieren. 
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5 µg RNA wurden zusammen mit 20 pmol sequenzspezifischem Primer und DEPC-behandeltem 
Wasser 5 min bei 70 °C denaturiert, anschließend sofort auf Eis gestellt und es wurden für die RT-
Reaktion folgende Komponenten zugegeben: 
o 1 µl RNase Inhibitor (20 U/µl) 
o 4 µl 5 M-MLV-RT Reaction Buffer  (250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM KCl,  
15 mM MgCl2, 50 mM DTT) 
o 1 µl dNTPs (je 10 mM) 
Daran schloss sich eine 5-minütige Inkubation bei 37° C an. Anschließend wurde 1 µl M-MLV-
Reverse Transkriptase (200 U/µl) hinzugegeben und der Reaktionsansatz mit ddH2O auf 20 µl 
aufgefüllt. 
 
Die Reverse Transkription erfolgte eine Stunde bei 42 °C, anschließend wurde der Ansatz 
10 Minuten auf 70 °C erhitzt und auf Eis abgekühlt. Die gewonnene cDNA wurde als Matrize bei 
PCR-Reaktionen verwendet. 
3.2.6 Mikrobiologische Methoden 
3.2.6.1 Übernachtflüssigkultur von Bakterien 
 
Material: 
o LB-Medium (Luria Bertani) (pH 7,0 bis 
7,4 mit NaOH) 
10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
10 g NaCl 
Mit OddH2  auf 1,0 l auffüllen 
Durchführung: 
Zur Herstellung des LB-Mediums wurden alle Komponenten gemischt und unter Rühren gelöst. 
Anschließend wurde der pH-Wert mit NaOH auf 7,0 bis 7,4 eingestellt und die Lösung autoklaviert. 
Das LB-Medium wurde bei 4° C aufbewahrt. 
Für eine Übernacht-Flüssigkultur wurden je nach benötigter Menge entweder 5 ml LB-Medium in 
einem 15 ml-Röhrchen oder 10 ml LB-Medium in einem 50 ml-Röhrchen vorgelegt und das 
entsprechende Antibiotikum zur Selektion der Bakterien mit dem gewünschten Plasmid zugegeben 
(siehe Tab 3.2). Das Medium wurde anschließend mittels einer sterilen Pipettenspitze mit Bakterien 
von der Agarplatte (3.2.6.2) oder aus der Glycerinkultur (3.2.6.3) angeimpft und über Nacht bei 
37° C unter Schütteln inkubiert. 
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Tab 3.2: Verwendete Antibiotikakonzentrationen 






Ampicillin 50 mg/ml 2 µl 100 µg/ml 
Kanamycin 50 mg/ml 1 µl 50 µg/ml 
 
3.2.6.2 Bakterienkultur auf Agarplatten 
 
Material: 
o LB-Medium (Luria Bertani) (pH 7,0 bis 
7,4 mit NaOH) 
10 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 
10 g NaCl 
Mit OddH2  auf 1,0 l auffüllen 
o 15 g Agar  
 
Durchführung: 
Die Herstellung erfolgte analog der Herstellung des LB-Mediums, abweichend wurden jedoch 15 g 
Agar hinzu gegeben. Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter Rühren auf einem 
Magnetrührer bis auf 50° C abgekühlt und anschließend das gewünschte Antibiotikum bis zu den in 
Tab. (3.2) angegebenen Endkonzentrationen zugegeben.  Der flüssige LB-Agar wurde dann so in 
Petrischalen gegossen, dass deren Boden gerade bedeckt war. Nach dem Erstarren wurden die 
Platten einen Tag bei Raumtemperatur gelagert. Dies geschah mit dem Deckel nach unten, um zu 
verhindern, dass Kondenswasser auf den Agar gelangte. Danach wurden die Platten bei 4° C 
aufbewahrt, was über mehrere Wochen möglich war, ohne eine geringere Sensitivität aufgrund des 
Zerfalls des Antibiotikums zu beobachten. Vor dem Ausplattieren wurden die Platten etwa eine 
Stunde bei Raumtemperatur gelagert, um sie zu erwärmen. Anschließend wurden 100 µl der 
gewünschten Bakteriensuspension auf die Platte pipettiert und mit einem Drygalski-Spatel so 
ausgestrichen, dass eine gute Verteilung erreicht und die Flüssigkeit fast vollständig vom Agar 
aufgenommen wurde. Danach wurden die Platten über Nacht bei 37° C inkubiert. 
 
3.2.6.3 Herstellung von Glycerinkulturen 
 
Die Herstellung von Glycerinkulturen dient zur längeren Aufbewahrung von Bakterien. Dazu 
werden von den gewünschten Kolonien Übernachtflüssig-Kulturen (3.2.6.1) angesetzt, aus diesen 
Material und Methoden 
 
 - 59 - 
750 µl entnommen und mit 750 µl 87 %-igem bzw. 100 %-igem Glycerin in einem 1,5 ml-
Mikroreaktionsgefäß durch Schütteln gut gemischt. Die Glycerinkultur wird anschließend bis zur 
erneuten Verwendung bei -70° C aufbewahrt. Bei Bedarf wird mit einer sterilen Pipettenspitze eine 
geringe Menge der gefrorenen Bakterien aus der Glycerinkultur in ein LB-Medium überführt und 
dieses über Nacht bei 37° C unter Schütteln inkubiert. Es ist immer darauf zu achten, dass die 
Glycerinkultur nur sehr kurze Zeit der Raumtemperatur ausgesetzt wird, da mehrmaliges Auftauen 




Unter Transformation versteht man die Aufnahme von freier DNA durch Bakterien aus dem 
umgebenden Medium. Hierzu wurde die Transformation von kompetenten Bakterien (3.2.6.5) mit 
Plasmid-DNA nach dem „Ein-Schritt“-Verfahren (CHUNG et al. 1989) durchgeführt. 
 
Material: 
o ein Aliquot des gewünschten chemisch transformationskompetenten Bakterienstammes 
o zu transformierende DNA 
o 1 MgCl 2  (sterilfiltriert) 
o 1 M Glukose (sterilfiltriert) 
o SOC-Medium (1 Liter) 20,0 g Trypton 
5,0 g Hefeextrakt 
0,5 g NaCl 
2,5 ml 1 M KCl 
Die Komponenten des SOC-Mediums wurden gut gemischt, der pH auf 7,0 (mit 10 M NaOH) 
eingestellt, mit OddH2 auf 970 ml aufgefüllt und autoklaviert. Sobald das Medium auf 50° C 
abgekühlt war, wurden 10 ml einer sterilen 1 M MgCl 2 -Lösung und 20 ml einer sterilen 1 M 
Glukose-Lösung zugegeben. 
Das SOC-Medium wurde nach Fertigstellung in 1,5 ml-Gefäße gegeben und bei -20° C aufbewahrt. 
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Durchführung: 
Die chemisch kompetenten Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Die Plasmid-DNA oder 
der Ligationsansatz wurde hinzugefügt und der Ansatz durch vorsichtiges Rühren (kein Auf- und 
Abpipettieren) vermischt. Der Transformationsansatz wurde 30 bis 60 Minuten auf Eis inkubiert, 
danach 30 bis 45 Sekunden bei 42° C im Wasserbad oder Heizblock einem Hitzeschock ausgesetzt 
und sofort wieder auf Eis zwei Minuten abgekühlt. Anschließend wurden 900µl SOC-Medium 
hinzugegeben, die Bakteriensuspension in ein 1,5 ml-Gefäß überführt und der 
Transformationsansatz bei 37° C für eine Stunde unter Schütteln inkubiert. 
Während dieser Inkubationszeit wurden LB-Agarplatten mit dem gewünschten Antibiotikum bei 
Raumtemperatur vorgewärmt. Von den inkubierten Bakterien wurden jeweils eine 1/10- und eine 
9/10-Verdünnung auf den LB-Agar ausplattiert und über Nacht bei 37° C aufbewahrt. Die 9/10-
Verdünnung wurde bei 2500 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und anschließend nahezu der gesamte 
Überstand verworfen. Mit dem restlichen Überstand wurde das Bakterienpellet resuspendiert und 
ausplattiert. 
Die am nächsten Morgen erhaltenen Klone  wurden über eine Colony-screening PCR (3.2.4.1) und/ 
oder einer DNA-Spaltung mittels Restriktionsenzymendonuklease (3.2.7.5) getestet. 
 
3.2.6.5 Herstellung chemisch transformationskompetenter Bakterien 
 
Zunächst wurden in fünf bis zehn ml LB-Medium die Bakterien über Nacht unter ständigem 
Schütteln bei 37° C kultiviert. Von dieser Übernachtkultur wurde dann 1 ml in 100 ml LB-Medium 
in einen 500 ml-Kolben übertragen. Diese Lösung wurde bei 37° C so lange geschüttelt, bis die 
Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von = 595 nm einen Wert von 0,3 bis 0,4 
ergab. Anschließend wurde die Bakteriensuspension auf 50 ml-Röhrchen aufgeteilt und bei einer 
Temperatur von 4°C, bei einer Geschwindigkeit von 1000 rpm über zehn Minuten zentrifugiert. 
Währenddessen wurden 1,5 ml-Reaktionsgefäße und die TSS (Transformation & Storage Solution) 
auf Eis vorgekühlt. Das Bakterienpellet wurde dann ebenfalls auf Eis gekühlt und in 1/50 bis 1/100 
eiskalter TSS (1x) resuspendiert. 
Die neue Suspension wurde in Aliquots von 50 oder 100 µl auf neue 1,5 ml-Reaktionsgefäße 
aufgeteilt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
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Zusammensetzung der TSS: 
 
o LB-Medium 
o 10% (w/v) PEG 4000 
o 5% (v/v) DMSO 
o 20 bis 50 mM 2Mg  ( 2MgCl ) 
o pH auf 6,5 einstellen 
o sterilfiltrieren 




Bei der DNA-Klonierung durch Bakterien wurde eine ausgewählte DNA-Sequenz in vivo 
vervielfältigt. Dazu wurde ein DNA-Fragment, welches mittels PCR (3.2.5) und/ oder 
Restriktionsendonuklease-Behandlung (3.2.4.1) gewonnen worden war, mit einer unabhängig 
replizierenden DNA-Sequenz (Vektor) in vitro verknüpft. Diese Hybrid-DNA wurde in geeignete 
Escherichia coli-Wirtszellen übertragen (transformiert) (3.2.6.4), in denen die DNA selektiv 
vermehrt werden konnte.  
 
3.2.7.1 Vektoren zur Klonierung  
 
Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden Vektoren verwendet, welche ein Resistenzgen für 
Kanamycin/ Ampicillin bzw. Neomycin enthalten, so dass eine Selektion sowohl in Bakterien 
(Kanamycin, Ampicillin) als auch in Kulturzellen (Neomycin) möglich ist. Außerdem verfügt jeder 
Vektor über eine multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site; MCS), die die Ligation (3.2.4.3) 
der Fremd-DNA in den Vektor vereinfacht, da dort Schnittstellen vieler gebräuchlicher 




Die Klonierungsmethode des TOPO TA Cloning
® 
Kits (Invitrogen) macht sich die Tatsache zu 
Nutze, dass Taq- und Tfl-Polymerasen durch ihre terminale Transferase-Aktivität einen 3`-
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liegt im linearisierten Zustand vor und besitzt einen 3`-Überhang aus einem Thymidin. Außerdem 
ist das Enzym Topoisomerase I kovalent an die offenen 3`-Enden des Vektors gebunden. Durch die 
Ligationsaktivität der Topoisomerase I wird ein PCR-Produkt mit 3`-A-Überhang schnell in den 
Vektor integriert, wobei das Enzym abdissoziiert (Abb. 3.2).  
 
Durchführung: 
o Ansatz (3 µl) PCR-Produkt 








Der Reaktionsansatz wurde gemischt und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde der Ansatz zu einem Aliquot chemisch kompetenter E. coli TOP 10 gegeben, 
vorsichtig vermischt und fünf bis 30 Minuten auf Eis inkubiert.  Im Anschluss erfolgte ein 30-
sekündiger Hitzeschock bei 42° C, danach wurde das Reaktionsgefäß sofort wieder auf Eis gestellt.  
Nach der Zugabe von 250 µl SOC-Medium  (Invitrogen, RT) folgte eine Schüttelinkubation bei 37° 
C für eine Stunde. Danach wurden die Bakterien  auf LB Kan -Agarplatten in zwei Verdünnungen (50 




Die Methode des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) erlaubt eine Vorauswahl  möglicher 
positiver Klone über eine Blau/Weiß-Selektion, wobei Klone mit integriertem PCR-Produkt weiß 
bleiben, während Klone ohne Insert blau werden. Das Medium muss dazu eine Stunde vor 
Ausplattierung der Bakterien mit 40 µl X-Gal (40 mg/ ml in DMF) bestrichen werden. 
Ohne Insert wird die Expression der  -Galaktosidase (lacZ-Gen) induziert, wodurch dieses Enzym 
das Laktose-Derivat X-Gal in 5-Brom-4-Chlorindoxyl hydrolysiert. Das farblose 5-Brom-4-
Chlorindoxyl wird durch Luftsauerstoff zu dem blauen Dimer 5,5`-Dibrom-4,4`-Dichlorindigo 
oxidiert. Voraussetzung für die Blaufärbung ist das intakte  -Galaktosidase-Strukturgen. Daraus 
folgt, dass diejenigen Bakterienkolonien, die Fremd-DNA tragen, nicht in der Lage sind X-Gal zu 
hydrolysieren und eine Blaufärbung auszubilden. 
Für weitere Versuche werden nur weiße Bakterienklone verwendet. 
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3.2.7.4 PCR-Screening 
 
Die PCR kann auch als Methode zum Nachweis positiver, bakterieller Klone verwendet werden, um 
diese auf den Besitz einer bestimmten DNA-Sequenz beziehungsweise eines zuvor transformierten 
Plasmids zu überprüfen. Dabei nutzt man die Tatsache aus, dass die zu testenden Bakterien während 
der initialen Denaturierung durch die Hitze zerstört werden und die in ihnen enthaltene DNA als 
Template für eine Polymerase-Kettenreaktion zur Verfügung steht.  
 
3.2.7.4.1 Direkte Colony-screening-PCR 
 
Um eine möglichst große Anzahl an Bakterienkolonien in kurzer Zeit auf das richtige 
Klonierungsprodukt überprüfen zu können, wurde die DNA von einem Teil der Kolonie direkt mit 
Hilfe der PCR amplifiziert. Dazu wurde mit einer sterilen Pipettenspitze ein geringer Teil der 
Kolonie in ein Reaktionsgefäß, das alle Komponenten der PCR außer DNA enthielt, übertragen. 
Durch geschickte Auswahl der Primer können die Kolonien nicht nur auf den Erhalt des Plasmids, 
sondern auch auf die Orientierung des Inserts im Vektor getestet werden, sofern zwei 
Orientierungen, zum Beispiel aufgrund einer blunt-end-Ligation, möglich sind. 
Um die positiven Klone nach der PCR noch verwenden zu 
können, wurde eine Replika-Platte (Abb. 3.3) angelegt. 
Auf diese LB-Agar-Platte wurden die zu testenden 
Kolonien mittels Pipettenspitze übertragen. Dieselbe 
Pipettenspitze wurde dazu verwendet, die Bakterien in die 
PCR-Gefäße zu überführen, da noch eine ausreichend 
große Anzahl an Bakterien daran haftete. 
Die Polymerase-Kettenreaktion (3.2.5) wurde dann mit 
der Taq-Polymerase durchgeführt. Der Schritt der 
initialen Denaturierung wurde auf fünf Minuten 
ausgedehnt, ansonsten wurde nichts an der Durchführung 
verändert. 
Die Replikaplatte wurde anschließend bei 37° C über Nacht inkubiert. Sofern die Colony-screening-
PCR positive Klone bestätigte, konnten von diesen unter Zuhilfenahme der Replikaplatte 
Übernacht-Flüssigkulturen angesetzt werden (3.2.6.1), um die DNA mittels Plasmidpräparation 
(3.2.1.2) aus den Bakterien zu isolieren. Weiterhin wurde eine Spaltung mit Hilfe von 
 
Abb. 3.3:  Replikaplatte 
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Restriktionsendonukleasen (3.2.4.1) durchgeführt, um das Ergebnis der Colony-screening-PCR zu 
verifizieren. 
Colony-screening-PCRs lieferten manchmal ein falsch positives Ergebnis. Das resultiert vermutlich 
von auf der Ursprungsplatte verbliebenen Resten des Ligationsproduktes, welches nicht in die 
Bakterien aufgenommen wurde. Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Colony-screening-PCR 
zum Teil erst nach einer weiteren Kultivierungsphase mit Kolonien von der Replikaplatte 
durchgeführt, wodurch diese Kontamination ausgeschlossen werden konnte.  
 
3.2.7.5 Screening mittels Restriktionsspaltung 
 
Von den Bakterienkolonien werden Übernachtflüssigkulturen (3.2.6.1) angelegt und die Plasmide 
werden präpariert (3.2.1). Mit diesen wurde dann eine Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen 
(3.2.4.1) durchgeführt, wobei die Schnittstellen so gewählt wurden, dass abgeschätzt werden 
konnte, ob das Insert in den Vektor ligiert worden war. Bei geeigneten Spaltstellen kann auch die 
Orientierung des Inserts im Vektor festgestellt werden. Das Ergebnis kann als Bandenmuster nach 
einer Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3.1) visualisiert werden. 
 
3.2.8 Zellbiologische Methoden 
3.2.8.1 Kultivierung von Zellen 
 
Die Kultivierung von Zellen wurde unter Einhaltung aller Sicherheitsmaßnahmen bei keimarmen 
Bedingungen durchgeführt. Das Zellwachstum wurde mit Hilfe eines Invers-Mikroskops mit 
Phasenkontrasteinrichtung überprüft. Grundsätzlich galten die in Tabelle 3.3 angegebenen 
Richtwerte für die verwendeten Kulturgefäße. 
 
Tab. 3.3: Richtwerte für die Kultivierung von Zellen 

















Flaschen:       




5 2 1 
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15 6 2 
Schalen       




2,5 2 0,5 




5 5 1 




10 10 2 




20 15 4 
 
 




o DMEM (mit 4500mg/l D-Glukose und Natriumpyruvat) 
supplementiert mit  
 10 % Fötales Kälberserum (FCS) 
 1 % L-Glutamin (200 mM) 
 1 % Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B-Lösung  
(10000 u/ml Penicillin G (Natrium-Salz), 10000 µg/ ml Streptomycin-
Sulfat in physiologischer Kochsalzlösung) 
Für die Kultivierung von 0-Zellen und bei der Durchführung metabolischer Tests wurden 
spezifische Medien verwendet (3.1.3.1). 
3.2.8.2 Ablösen von Zellen 
 
Um adhärente Zellen von der Kulturschale abzulösen, wurde Trypsin verwendet. 
 
Trypsin-EDTA-Lösung (0,06 % Trypsin; 0,53 mM EDTA) 
o 0,6 g Trypsin 
o 0,2 g EDTA 
o auf 1 Liter mit PBS aufgefüllt und anschließend steril filtriert 
 
Das verbrauchte Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit  ca. 3 ml PBS 
gewaschen. Anschließend wurde die Trypsinlösung auf die Zellen gegeben und diese fünf bis zehn 
Minuten bei 37° C im CO 2 -Brutschrank inkubiert. Da sich die Zelllinien hinsichtlich der optimalen 
Zeitdauer für das Ablösen unterschieden, war es wichtig, diesen Vorgang sorgfältig zu 
kontrollieren, um Zellschäden zu vermeiden. Bei einigen Zelllinien half ein leichtes Klopfen auf die 
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Unterseite des Gefäßes, um die Zellen abzulösen. Sobald die Zellen sich vollständig abgelöst hatten, 
wurden mit entsprechendem Wachstumsmedium die noch lose anhaftenden Zellen vom Boden 
gespült. 
 
3.2.8.3 Bestimmung der Zellzahl 
 
Die Bestimmung der Zellzahl dient der korrekten Verdünnung von Zellen während der 
Kultivierung. 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen nach dem Waschen in einer bestimmten Menge 
Medium homogen resuspendiert, 10 µl entnommen und in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. 
Diese, sowie das zugehörige Deckgläschen, waren zuvor mit 70 %-igem Ethanol gereinigt worden. 
Das Deckgläschen wurde leicht angefeuchtet und so auf die Zählkammer gelegt, dass sogenannte 
„Newton-Ringe“ sichtbar wurden, welche die eingestellte Tiefe von  0,1 mm anzeigten. Unter dem 
Mikroskop konnte jetzt die Gesamtzahl der Zellen ausgezählt werden. Die Neubauer-Zählkammer 
besteht aus 9 großen Quadraten. Jedes große Quadrat hat eine Fläche von 1 mm², dies ergibt bei 
einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 1 µl (Abb 3.4). Je nach Zellmenge wurden entweder die 
vier äußeren großen Quadrate gezählt und das arithmetische Mittel gebildet, 
oder das aus 25 kleinen Quadraten bestehende mittlere 
Quadrat, bzw. Teile davon. Für jede Zell-Linie wurden 
beide Kammern der Neubauer-Zählkammer ausgezählt 
und das arithmetische Mittel davon gebildet. Die 
Zelldichte pro ml ergab sich aus dem Kammerfaktor 10 4  
multipliziert mit der Anzahl der gezählten Zellen in 
einem großen Quadrat (0,1 µl) und dem 
Verdünnungsfaktor. Aus der so ermittelten Zellzahl 
wurde die gewünschte Verdünnung berechnet und die 
Zellen mit der entsprechenden Menge Medium verdünnt. 
 
3.2.8.4 Selektion durch Antibiotika 
 
Nach einer Transfektion bedurfte es einer Selektion, um positive Klone aus der Masse der Zellen  
auf der Zellkulturschale zu isolieren und eine Reinkultur an Zellen zu erhalten, die das gewünschte 
Konstrukt erhalten. 
 
Abb. 3.4: Netzteilung einer Neubauer-
Zählkammer 
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Die Selektion der transfizierten Zellen wurde über das Antibiotikum G418 (Geneticin) 
sichergestellt, für das auf den jeweiligen Konstrukten das entsprechende Resistenzgen vorhanden 
war, um ein Überleben der Klone zu gewährleisten. Mit der Selektion wurde zwischen 24 und 48 
Stunden nach der Transfektion begonnen. 
Für G418 wurde ermittelt, ab welcher Konzentration alle untransfizierten Zellen einer Kulturschale 
abstarben bzw. das Wachstum einstellten.  
 
Durchführung: 
Zur Selektion positiver Klone wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion zunächst in eine 
100 mm-Kulturschale  mit dem entsprechenden Medium und der -Supplementierung  mit Pyruvat 
(100 µg/ml) und Uridin (50 µg/ml) umgesetzt. Dabei wurden entweder alle Zellen aus der 30 mm-
Schale übertragen, oder es erfolgte eine Verdünnung der Zellen. 
Die Zellen wurden über mehrere Wochen hinweg mit dem Antibiotikum behandelt.  
 
3.2.8.5 Transfektion der Zellen 
3.2.8.5.1 Transfektion mit Metafecten Pro 
 
Die zu 30 bis 60 % konfluierten Zellen wurden in 3 cm Schalen kultiviert. Mit serum- und 
antibiotikafreiem Medium wurden 2 µg DNA auf 100 µl  aufgefüllt. Außerdem wurden 6 µl 
MetaPro auf 100 µl Medium aufgefüllt. Die beiden so hergestellten Lösungen wurden miteinander 
vermischt und für 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend komplett auf 
die Zellen in der 3cm Schale gegeben. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37° C konnten die 
transfizierten Zellen analysiert werden. 
 
3.2.8.6 Langzeitlagerung und Kryokonservierung 
 
Zellen können mit Hilfe der Kryokonservierung über einen langen Zeitraum bei -196° C in 
flüssigem Stickstoff deponiert werden. Dabei erfolgt die Lagerung der Zellen in einem speziellen 
Gefriermedium, welches Glycerin und DMSO enthält. Diese beiden Komponenten verhindern die 
Beschädigung der Zellen durch die Bildung von Eiskristallen und wirken gegen die Dehydratation 
des Zytoplasmas, da sie das Zellwasser ersetzen.  
Da Serum ebenfalls einen geringen schützenden Effekt beim Einfrieren besitzt, wird bei dieser 
Methode serumhaltiges Medium verwendet. 
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Material: 
o Einfriermedium: den einzufrierenden Zellen entsprechendes Kultivierungsmedium 
 20 % FCS 
 10 % DMSO 
Durchführung: 
Die Zellen einer konfluenten Zellkulturschale  (Durchmesser 60 mm) wurden nach dem Absaugen 
des Mediums mit 2 ml 1x PBS gewaschen und mit 1 ml der Trypsinlösung versetzt. Nach dem 
Ablösen der Zellen wurde 4 ml Medium hinzugegeben, die Zellsuspension in ein 15 ml-Röhrchen  
gefüllt und in der Zentrifuge bei 1000 g für 5 Minuten pelletiert. Anschließend wurde der Überstand 
abgesaugt, das Pellet in 4 ml Einfriermedium resuspendiert und je 1,8 ml der Zellsuspension in ein 
Kryoröhrchen gefüllt. 
Dies wurde von Isopropanol umgeben, zunächst für 24 Stunden bei -70° C gelagert und 
anschließend zur Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 
 
3.2.8.7 Auftauen von Zellen 
 
Nach einer korrekt durchgeführten Kryokonservierung können Zellen aus der Langzeitlagerung in 
flüssigem Stickstoff wieder völlig intakt aufgetaut werden und erlangen nach wenigen Stunden ihre 
volle Teilungsaktivität wieder. Dazu wird das im Einfriermedium enthaltene DMSO und Glycerin 




Die Zellen in dem Kryoröhrchen wurden direkt aus dem flüssigen Stickstoff in das 37° C warme 
Wasserbad übertragen und dort inkubiert, bis sich gerade die letzten Eisbröckchen gelöst hatten. 
Anschließend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-Röhrchen übertragen und mit 10 bis 12 ml 
zelllinienspezifischem Kultivierungsmedium vermischt. 
Nach dem Pelletieren der Zellen bei 1000 g für 5 Minuten wurde der Überstand mit dem größten 
Anteil an Einfriermedium abgesaugt, die Zellen in 5 ml serumhaltigem Medium resuspendiert und 
auf eine 60 mm-Zellkulturschale ausgesät. 
Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt, um das restliche DMSO und Glycerin aus dem 
Überstand zu entfernen. 
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3.2.8.8 Arbeiten mit dem retroviralen Transfektionssystem der Firma BD 
Biosiences Clontech 
 
Retroviraler Gentransfer ist eine Technik zur effizienten, stabilen Integration von genetischem 
Material in eine sich teilende Kulturzelllinie.  
Zunächst werden so genannte packaging cell lines transfiziert. Diese Zelllinien besitzen die 
Eigenschaft rekombinante, retrovirale DNA in infektiöse replikationsinkompetente Partikel zu 
verpacken. In das Genom dieser Zelllinien wurden die viralen Gene, die für die Partikelbildung und 
–replikation notwendig sind, stabil integriert. Die retroviralen  Expressionsvektoren enthalten dann 
das Verpackungssignal, Transkriptions- und Prozessierungselemente und das Zielgen. DNA-
Fragmente bis zu einer Größe von 6,5 kb können mit diesem System verpackt werden. Das virale 
env-Gen kodiert das envelope-Protein und ist damit entscheidend für den Tropismus des verpackten 
Virus.  
Sobald die verpackende Zelllinie mit einem retroviralen Expressionsvektor transfiziert ist, wird das 
genomische Transkript, welches das Zielgen trägt, innerhalb von 48 bis 72 Stunden in ein 
infektiöses Virus verpackt. Stabil virusproduzierende Zellen können tiefgekühlt bis zu ihrer 
Verwendung gelagert werden. Das so produzierte Virus kann dann die Zielzellen infizieren und das 
Zielgen weitergeben. Dieses Gen kann dann in den Zielzellen nicht repliziert werden, da dort die 
viralen Strukturgene nicht vorhanden sind (Abb. 3.5). 
 
3.2.8.8.1 Transfektion mit dem retroviralen Vektor 
 
Die gereinigte DNA wird mit Hilfe von Restriktionsenzymen (3.2.4.1), die sich an jeder Seite des 
Gens und im Klonierungsvektor befinden, hydrolytisch gespalten und anschließend erneut 
aufgereinigt. Der Vektor und das Zielfragment werden dann unter Ligase-Zusatz ligiert (3.2.4.3). 
Anschließend werden transformationskompetente E. coli mit dem Ligationsansatz transformiert 
(3.2.6.4). Die erhaltene Plasmid-DNA wird dann wie gewohnt mit Hilfe von Restriktionsenzymen 
und einer Sequenzierung analysiert. Das so präparierte Plasmid steht dann für die Transfektion zur 
Verfügung. 
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Vor der Transfektion der Zellen sollte 
ihre Konfluenz optimalerweise 60 bis 80 
% betragen. Jede 60 mm-Platte wurde 
dann mit 5 bis 10 µg Plasmid-DNA 
transformiert. 10 bis 24 Stunden nach der 
Transfektion wurde das Kulturmedium 
gewechselt und die Zellen zweimal mit 
PBS gewaschen. Anschließend wurden 
3 ml Komplettmedium aufgetragen. Um 
den Viren-Titer zu erhöhen wurden die 
Zellen weitere 24 Stunden kultiviert. Die 
Titerkurve erreicht 48 Stunden nach der 




3.2.8.8.2 Selektion stabiler Klone 
 
Die transfizierten Zellen wurden 24 bis 36 Stunden nach der Transfektion in antibiotikahaltigem 
Selektionsmedium über einen Zeitraum von einer Woche kultiviert. Im Anschluss daran wurden 
große, gesunde Kolonien isoliert und weiter kultiviert. Nach der Isolierung der Klone konnte das 
Antibiotikum aus dem Medium entfernt  werden. 
Normalerweise produzieren die so selektierten Klone eine Virusmenge von 10
5
/ml. Um eine höhere 
Virusmenge zu erreichen, konnte das Virus mit Hilfe eines zusätzlichen Zentrifugationsschrittes 
konzentriert werden. Dazu wurde der Überstand zunächst bei einer niedrigen Geschwindigkeit 
(500 g) für 5 Minuten bei 4° C von Zelltrümmern befreit und das Virus aggregiert. Im Anschluss 
daran wurde das Virus bei einer Geschwindigkeit von 50 000 g über 90 Minuten bei 4° C pelletiert. 
Nach Entfernung des Überstands konnte das Virus in 0,5 bis 1% des Ausgangsvolumens 
resuspendiert werden.  
Der gewonnene virushaltige Überstand kann mit Hilfe einer Zentrifugation bei 500 g über 10 
Minuten gereinigt werden. Anschließend kann man die Flüssigkeit in der gewünschten Menge 
aliquotieren und ohne weiteren Zusatz bei -70° C lagern. Die Aliquot-Menge sollte dabei so 
gewählt werden, dass eine Infektion möglich ist, um mehrmaliges einfrieren und auftauen zu 
vermeiden. 
 
Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Transfektion  ( 
© Firma BD Biosiences Clontech) 
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3.2.8.8.3 Infektion der Zielzellen 
 
Man benötigt Zellen mit einer Dichte von 1-2x 10
5
 pro 60 mm-Platte. Das virushaltige Medium der 
verpackenden Zelllinien wurde gesammelt und durch einen 0,45µm Zellulose-Azetat-Filter gefiltert. 
Soviel virushaltiges Medium wie möglich wurde dann für die Infektion auf die Zellen gegeben. 
Generell erhöht eine Wiederholung der Infektion die Ausbeute an infizierten Zellen. Zwischen zwei 
Infektionen sollten die Zellen 12 Stunden in normalem Medium inkubiert werden, um 
sicherzustellen, dass keine zellulären Rezeptoren mit viralem envelope-Protein besetzt sind. Nach 
24 Stunden Inkubation wurde das Medium dann gegen frisches Medium ausgetauscht.  
3.2.8.9 Isolierung und Reinigung von DNA aus Kulturzellen 
3.2.8.9.1 Isolierung von genomischer DNA aus Kulturzellen 
 
Material:  
o Homogenisierungspuffer I (1) 
        (pH 7.1) 
55,0 mM Glukose 
25,0 mM EDTA 
20,0 mM HEPES 
5,0 mM KCl 
137,0 mM NaCl 
0,9 mM Na2HPO4 
 
o Homogenisierungspuffer II (1) 
       (pH 7,4) 
10,0 mM EDTA 
10,0 mM HEPES 
1,0 % SDS (w/v) 
 
o 0,5 % SDS (w/v) 
o 2 mg/ml Proteinase K (frisch angesetzt) 
o 10 mg/ml RNase A 
 
 
o PBS (10) 
       (pH 7,4 mit HCl) 
1,4 M NaCl 
26 mM KCl 
64 mM Na2HPO4 
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Durchführung:  
Zur Isolierung von genomischer DNA wurde eine konfluente große Zellkulturschale (Durchmesser 
150 mm) nach dem Absaugen des Mediums mit 8 ml 1 PBS gewaschen und mit 4 ml der 
Trypsinlösung versetzt. Nach dem Ablösen der Zellen wurde 10 ml Medium hinzugegeben, die 
Zellsuspension in ein 15 ml-Röhrchen gefüllt und in der Zentrifuge bei 1000 g für 5 Minuten 
pelletiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 300 µl Homogenisierungspuffer I 
resuspendiert. Nach Überführung der Suspension in ein 2 ml-Reaktionsgefäß und Zugabe von 
300 µl Homogenisierungspuffer II, wurden die Zellen mit einem Teflonstempel homogenisiert. 
Anschließend wurde SDS in einer Endkonzentration von 0,5 % sowie die Proteinase-K-Lösung in 
einer Endkonzentration von 100 µg/ml hinzugegeben. 
Es folgte eine Inkubation bei 55° C über Nacht. Im Anschluss wurde die DNA mit Phenol und 
Chloroform extrahiert (3.2.8.9.2) und durch Natriumacetat und Ethanol gefällt (3.2.8.10.3). 
Zur Entfernung von Ribonukleinsäuren wurde die gefällte DNA mit DNase-freier RNase versetzt 
und bei 37° C für 30 Minuten inkubiert. Um sicherzustellen, dass in der RNase-Lösung keine 
aktiven DNasen vorhanden waren, wurde diese vor der Zugabe bei 100° C für 5 Minuten erhitzt, 
was zur Denaturierung von DNasen führte. 
 






Um DNA aus einem Reaktionsansatz, der einen hohen Proteinanteil besitzt, isolieren zu können, 
wurde zu der DNA-Lösung ein Volumenanteil Phenol gegeben, gut gemischt und anschließend 
zentrifugiert (10 min, 12000 rpm, RT). Die obere, wässrige Phase, die die DNA enthält, wurde in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit einem Volumenanteil Chloroform versetzt, um das 
restliche, in der wässrigen Phase gelöste Phenol zu entfernen. Nach kräftigem Schütteln und 
erneuter Zentrifugation (gleiche Bedingungen) wurde wieder die obere, wässrige Phase in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und analog wie zuvor verfahren. Dies wurde insgesamt fünfmal 
wiederholt, um sicherzustellen, dass kein Phenol mehr in der DNA-Lösung vorhanden war, da dies 
nachfolgende Reaktionen stören könnte. Die DNA wurde anschließend aus der wässrigen Lösung 
mittels Natriumacetat-/ Ethanolfällung (3.2.8.10.3) isoliert. 
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3.2.8.10 Isolierung von RNA aus Kulturzellen 
3.2.8.10.1 Isolierung von RNA aus Zellen mit peqGOLD TriFast 
 
Zur Gesamt-RNA-Isolierung aus Kulturzellen wurde peqGOLD TriFast verwendet, ein 
gebrauchsfertiges Reagenz, das die gleichzeitige Isolierung von RNA, DNA und Proteinen 
ermöglicht. Die Wirkung von TriFast beruht auf seiner Eigenschaft als monophasische Lösung, aus 




• peqGOLD TriFast (Phenolreagenz zur Isolierung von DNA, RNA und Proteinen) 
• Chloroform (frei von Zusätzen wie Isoamylalkohol) 
• Isopropanol 
• Ethanol (75 %) 
• DEPC-H2O ddH2O mit 0,1 % (v/v) DEPC versetzt, kräftig geschüttelt, über 
Nacht unter Abzug inkubiert und anschließend autoklaviert 
Durchfürung: 
Um RNA aus Kulturzellen zu isolieren, wurden diese in einer Zellkulturschale kultiviert. Die Zellen 
wurden mit einem Gummischaber vom Schalenboden abgelöst und dann in 1 ml peqGOLD 
TriFast pro etwa 104 Zellen resuspendiert und in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. Daran schloss 
sich eine 5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur an. Bis zur Weiterverarbeitung konnten die 
Zellen dann bei -80° C gelagert werden. Nach der Zugabe von 200 µl Chloroform pro ml TriFast 
wurde das Gefäß 15 Sekunden lang kräftig geschüttelt und danach 3 bis 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und bei 12 000 g für fünf Minuten zentrifugiert. Dadurch erfolgte eine 
Trennung der Probe in drei Phasen: eine untere Phenol/ Chloroform-Phase und eine Interphase, in 
denen sich die DNA und die Proteine befinden, und eine obere wässrige Phase, in der sich die RNA 
angereichert hat. Nach der Überführung dieser wässrigen Phase in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
erfolgt die Fällung der RNA durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol pro 1 ml eingesetzter pegGOLD 
TriFast-Lösung und eine Inkubation der Lösung bei Raumtemperatur für 15 Minuten. Die 
Pelletierung der RNA erfolgt durch eine zehnminütige Zentrifugation bei 4° C und 12 000 g. Nach 
zweimaligem Waschen des Pellets mit 75 %igem Ethanol wurde das Pellet getrocknet. 
Nach einer kurzen Lufttrocknung wurde das RNA-Pellet in DEPC-H2O (oder frisch autoklaviertem 
ddH2O) gelöst und die Menge der RNA wurde photometrisch quantifiziert. Anschließend wurde die 
RNA aliquotiert bei -70° C gelagert oder direkt für eine RT-PCR (3.2.5.1) weiterverwendet. 
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3.2.8.10.2 DNase-Behandlung von RNA 
 
Material: 
• RNase-freie DNase I 
• DEPC-H2O 
• DNase Puffer (10x) 150 mM NaCl 
100 mM Tris-Cl (pH 7,5) 
10 mM MgSO4 
in DEPC-H2O 
 
Um sicherzugehen, dass keine DNA während der RNA-Isolierung verschleppt wurde, wurde die 
isolierte RNA mit DNase I (RNase-frei) behandelt.  
Hierzu wurden bis zu 10 µg RNA mit 1 µl DNase I (10 U/µl) und 1/10 Volumen 10´ DNase Puffer 
für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Enzym wurde anschließend bei 65 °C für 
10 Minuten inaktiviert. 
3.2.9 Erhaltene Dienstleistungen 
3.2.9.1 DNA-Sequenzierung 
 
Alle Sequenzierungen wurden von Core Unit DNA-Technologien im Interdisziplinären Zentrum für 
Klinische Forschung (IZKF) in Leipzig durchgeführt. 
Sequenzierungen wurden nach der von Snager und Coulson (1977) entwickelten Kettenabbruch-
Methode durchgeführt. Die Methode beruht darauf, dass die Elongation dann abbricht, wenn ein 
2`,3`-Didesoxyribonukleotidtriphosphat (ddNTPs, so genannte Terminatoren) eingebaut wird, an 
die eine DNA-Polymerase wegen der fehlenden 3`-OH-Gruppe der Ribose des Nukleotids kein 
weiteres anfügen kann. Auf diese Weise werden DNA-Fragmente verschiedener Länge generiert, 
die alle an ihren Enden ein ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP oder ddGTP) tragen. Die verwendeten 
ddNTPs waren fluoreszenzmarkiert, wobei jedes Nukleotid mit einem anderen Farbstoff versehen 
war (Adenin: R6G, grün; Thymin: ROX, rot; Cytosin: TAMRA, gelb; Guanin: R110, blau). 
 
Material: 
o ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 
o Template Suppression Reagent (TSR) 
o ABI PRISM® Sequenziergerät 
 
Material und Methoden 
 
 - 75 - 
Durchführung: 
In diesem System wird die zu sequenzierende DNA mit einem entsprechenden Primer und einem 
Gemisch der Firma ABI, das dNTPs, eine thermostabile DNA-Polymerase, MgCl 2  und einen 
Puffer enthält, gemischt und in einer linearen PCR mit nur je einem Primer amplifiziert. So 
entstehen DNA-Fragmente verschiedener Längen, mit jeweils einem markierten Nukleotid an ihren 
Enden, wobei gleich lange Fragmente den gleichen Farbstoff tragen. Diese Fragmente werden in 
einem Kapillar-Gelelektrophoresesystem der Größe nach aufgetrennt und mit einem Laser 
angeregt. Je nach Farbstoff wird Licht spezifischer Wellenlänge emittiert, das von einem 
Photoelement registriert  und an einen Computer weitergeleitet wird. Der Computer setzt die 
einzelnen Messdaten über eine geeignete Software schließlich zu einer auswertbaren 
Sequenzinformation um. 
 
Standardansatz für Sequenzierungen: 
o 150-500 ng DNA 
o 2 µl Ready Reaction Premix 
o 1 µl BigDye® Sequenzier Puffer 5x 
o 2 µl Sequenzier-Primer (10 pmol/µl) 
o mit OddH2  auf 10 µl Gesamtvolumen auffüllen 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Amplifizierung des URA1-Gens für DHODH aus genomischer Hefe-DNA von 
S. cerevisiae mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
 Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (3.2.5) wurde aus genomischer DNA von Saccharomyces 
cerevisiae die kodierende Sequenz für die Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH), das URA1-
Gen, amplifiziert. Die Sequenz (NCBI Sequence Viewer, Gene Bank Accession X59371) umfasst 
945 Basenpaare und erstreckt sich von Nukleotid 417 bis 1361. Ausgehend von dieser Sequenz 
konnten die benötigten Primer (Scer-URA1-001-FOR, Scer-URA1-995-REV) synthetisiert werden. 
Auf eine reverse Transkription (3.2.5.1) als Zwischenschritt konnte verzichtet werden, da das Gen 
der DHODH in S. cerevisiae keine Introns enthält und so eine direkte Vervielfältigung möglich war. 
Dabei wurden zwei verschiedene Ansätze mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen eingesetzt. 
Das Ergebnis wurde mittels einer elektrophoretischen Auftrennung auf Agarosegel (3.2.3.1) 
kontrolliert (Abb. 4.1). Erwartet wurde dabei eine Fragmentlänge von 945 Basenpaaren. 






1. Ansatz 1 mit 10 ng DNA 
2. Ansatz 2 mit 250 ng DNA 
 
1%iges Agarosegel, Längen- 
standard Lambda DNA/ EcoRI +  
Hind III Marker, 135 V, 35 min,  
 
Abb. 4.1: Geldokumentation der PCR-Amplifizierung des URA1-Gens aus genomische DNA von 
S. cerevisiae 
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4.2 Klonierung der DHODH in den Vektor pCR II-TOPO 
 
Das Gen wurde zunächst durch ein TOPO-TA-Cloning (3.2.7.2) in den pCR II-TOPO-Vektor 
kloniert (Abb. 4.2).  
Von den positiven Klonen aus dem Blau/Weiß-Screening (3.2.7.3) wurde eine 
Übernachtflüssigkultur (3.2.6.1) angelegt, wobei von den verwendeten Kolonien jeweils auch 
Tochterkolonien auf einem Festmedium angelegt wurden (Replikaplatte). 
Durch eine DNA-Präparation mit Hilfe des Kits der Firma Peqlab (3.2.1.2.2) wurde die Plasmid-















Abb. 4.2: Konstrukt des Vektors pCR-II-DHODH-TOPO (Visual 
Cloning 2000) 
 
Die Insertaufnahme wurde mittels Restriktionsendonukleasen-Behandlung (3.2.7.5) bestätigt 
(EcoRI und BsmI). 
Da durch die Amplifizierung während der Polymerase-Kettenreaktion Mutationen auftreten können 
und um die Orientierung des Inserts im Vektor zu bestimmen, wurde eine Sequenzierung (3.2.9.1) 
des klonierten Gens (M13-FOR, M13-REV) vorgenommen. Die eingesandten Proben enthielten das 
mutationsfreie Insert in reverser Richtung.  
 
4.3 Klonierung der DHODH in den Vektor pIRES2-EGFP 
 
Um die zytosolische DHODH in Kulturzellen zu testen, musste sie in einen Vektor kloniert werden, 
mit dem Zelllinien transfiziert werden können. Der ausgewählte Vektor war pIRES2-EGFP. 
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Die spezifischen Schnittstellen für die Restriktionsenzyme PstI und NheI wurden durch eine PCR-
Amplifikation (3.2.5) an jeweils ein Ende des URA1-Gens angefügt, um eine gerichtete Klonierung 
durchführen zu können, NheI am 5`-Ende URA1-Gen und PstI am 3`-Ende, hinter dem URA1-Gen. 
Es wurden Primer (Scer-URA1-001-FOR(2), Scer-URA1-944-REV(2)) synthetisiert, die die jeweils 
spezifische Erkennungssequenz der Restriktionsendonukleasen als Überhang tragen.  
Zunächst erfolgte die Elongation entlang des URA1-Gens. Im nächsten Synthese-Zyklus dient der 
gesamte neu synthetisierte Strang als Vorlage und wird vollständig -also inklusive des modifizierten 
Endes- kopiert. Da während derselben PCR zwei verschieden lange Abschnitte des Primers binden, 
musste die Hybridisierungstemperatur variiert werden (3.2.5). Als PCR-Produkt erhält man das 
amplifizierte Gen, das jeweils am Ende um die Enzymschnittstelle verlängert wurde. 
 
Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe einer TOPO-TA-Klonierung (3.2.7.2) in trans-
formationskompetente E. coli (TOP 10) (3.2.6.5) kloniert. Es wurden die im Blau/Weiß-Screening 
(3.2.7.3) positiv vorselektierten Klone in einer Übernachtflüssigkultur (3.2.6.1) kultiviert. 
Anschließend wurde die Plasmid-DNA dieser Klone mittels einer GTE-Präparation (3.2.1.2.1) 
isoliert. Mit Hilfe einer Restriktionsenzymspaltung (3.2.4.1) mit NheI und PstI wurde dann 
ermittelt, welche Klone ein Insert in passender Größe enthalten (3.2.3.1). Eine Einzel-Inkubation 
mit den beiden Enzymen diente als Kontrolle auf das Vorhandensein von beiden Schnittstellen und 
der Orientierung des Inserts. Die DNA-Konzentrationen der Plasmidpräparation der Klone mit 
einem Insert in passender Länge wurden photometrisch (3.2.2.1) bestimmt. Da es während der 
Amplifizierung durch die Polymerase-Kettenreaktion zu Mutationen kommen kann, wurden die 
DNA-Sequenzen von einem ausgewählten Klonen (Klon 13) ermittelt (3.2.9.1) (M13-FOR, M13-
REV). Die Sequenzierung ergab, dass es sich bei dem Insert des Klons um das mutationsfreie 
URA1-Gen mit den gewünschten Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen handelt.  
Die Klonierung dieses Gens in den pIRES2-EGFP-Vektor erfolgte mit Hilfe der  
Restriktionsenzyme NheI und PstI (3.2.7).  
Nach erfolgreicher Ligation (3.2.4.3) wurden E. coli (DH5 F`) mit dem neuen Plasmid (Abb. 4.3) 
transformiert (3.2.6.4).  
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Abb.4.3: Vektorkarte pIRES2-DHODH-EGFP 
(Visual Cloning 2000) 
 
Von diesen transformierten Bakterien wurden Klone mit Hilfe einer Übernachtflüssigkultur 
(3.2.6.1) vermehrt. Danach wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des GTE-Systems präpariert 
(3.2.1.2.1), um für die anschließenden Analysen zur Verfügung zu stehen. 
Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe einer Restriktionsendonuklease-Behandlung (3.2.7.5) auf Erhalt 
und Orientierung des Inserts analysiert. Alle getesteten Klone enthielten das Insert in richtiger 
Orientierung.  
4.4 Transfektion einer  0-Zelllinie (143B.TK- 0  Klon7)  mit dem Vektor 
pDHODH-IRES2-EGFP  
 
Der Vektor (pDHODH-IRES2-EGFP) wurde nach seiner Fertigstellung in einer Zellkulturlinie 
getestet, um die Expression und die möglichen Nebeneffekte einer überexprimierten DHODH zu 
testen. Die Funktionalität des Vektors sollte damit überprüft werden. Bei der Zelllinie handelt es 
sich um 0-Zellen der Linie 143B.TK- 0  Klon7. Diese Zelllinie wurde mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen in unserer Arbeitsgruppe modifiziert. 
 
Zunächst wurden die Zellen einer 0-Zelllinie (143B.TK- 0  Klon7) mit Metafecten Pro transfiziert 
(3.2.8.5.1). Bereits nach einem Tag war bei einigen Zellen eine Grünfluoreszenz zu beobachten 
(Abb. 4.4). Diese Grünfluoreszenz war jedoch nur gering ausgeprägt und auf einzelne Zellen 




 - 80 - 
 
Abb. 4.4: Dokumentation der Grünfluoreszenz in mit pDHODH-IRES2-EGFP transfizierten  
143B TK
-
  0-Zellen (Klon 7) an Tag 1 nach der Transfektion, 200fach vergrößert 
 
 
4.5 Klonierung der DHODH in den Retrovirus-Vektor pLXRN 
 
Um die zytosolische DHODH aus Saccharomyces cerevisiae stabil in die genomische DNA der 
verschiedenen Zelllinien einzubringen, wurde ein dritter Vektor benutzt (Abb. 4.6). Dabei handelt 
es sich um einen Retrovirenvektor, der in der Lage ist, das gewünschte Gen in die nukleäre DNA 
einer Zellkultur zu integrieren.  
Die DHODH wurde mit Hilfe einer Restriktionsenzymbehandlung (NheI und PstI) aus dem Vektor 
pDHODH-TOPOII isoliert (3.2.4.1). Der Vektor pLXRN wurde linearisiert (BamHI). Da also die 
Enden des Inserts und die Schnittstelle des Vektors nicht komplementär waren, musste die 
Klonierung blunt (3.2.4.4) erfolgen. Dazu wurden mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase die 
3`-Überhänge der DNA abgespalten (3.2.4.4.). Nach erfolgter Ligation (3.2.4.3) wurden dann E. 
coli-Bakterien (XL 1 blue) transformiert (3.2.6.4).  
Nach einer Inkubation der Bakterien wurden die Klone mittels Colony-Screening-PCR (3.2.7.4.1) 
















Abb. 4.5: Geldokumentation der Colony-Screening-PCR der Bakterienklone mit pLXRN-883-
FOR, pLXRN-1142-REV, 1%iges Agarosegel Längenstandard Lambda DNA/ EcoRI + Hind III 
Marker , 135V 20 min 
 
 
Mit Hilfe einer Sequenzierung (3.2.9.1) (pLXRN-883-FOR, pLXRN-1142-REV) wurde die 
Mutationsfreiheit bestätigt. 
 
Um die Transfektion der Kulturzellen mit Hilfe des Retroviren-Vektors auch optisch verfolgen und 
überprüfen zu können, wurde in diesen Vektor das grün fluoreszierende Protein EGFP (enhanced 
green fluorescent protein) kloniert. Damit bei der Translation kein Fusionsprotein aus DHODH und 
EGFP entsteht, wurde zusätzlich auch eine IRES-Region (internal ribosomal entry side) zwischen 
das Enzym und den Marker kloniert (Abb. 4.6). Damit entstehen hinter dem Promotor nun getrennt 
voneinander zwei Proteine aus einer mRNA. 
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Zunächst wurde mit Hilfe einer 
Restriktionsenzymspaltung (3.2.4.1) 
(PstI und NotI) die gesamte IRES2-
EGFP-Region aus dem Plasmid 
pIRES2-EGFP herausgeschnitten. 
Das Vektorplasmid pDHODH-
LXRN wurde linearisiert (XhoI). 
Da die entstandenen Enden nicht 
komplementär zueinander sind, 
wurden auch bei dieser Klonierung 
mit blunt ends ligiert (3.2.4.4). Mit 
dem enstandenen Ligationsprodukt 
(3.2.4.3) wurden dann E. coli-




Die gewachsenen Kolonien wurden mittels Colony-Screening-PCR analysiert (3.2.7.4.1). Die 
Primer (pIRES-EGFP-1135-FOR, pLXRN-1142-REV) waren auch in diesem Fall so gewählt, dass 
die richtige Orientierung des Inserts bestätigt werden konnte. Die positiven Klone wurden 
zusätzlich noch mittels Restriktionsendonukleasen-Behandlung (3.2.7.5) auf den Erhalt des Inserts 
getestet (NcoI und HindIII). Dazu wurde nach einer Übernachtflüssigkultur (3.2.6.1) die Plasmid-
DNA mittels GTE-System präpariert (3.2.1.2.1). Alle getesteten Klone enthielten das Insert, das 
Ergebnis der Colony-Screening-PCR wurde bestätigt. 
 
4.6 Transfektion der Zellen RetroPack 
TM
 PT 67 mit dem Vektor pDHODH-IRES2-
EGFP-LXRN und Infektion der Zielzellen 
 
Mit dem so synthetisierten Vektor wurden Zellen der Linie RetroPack 
TM
 PT 67 transfiziert 
(3.2.8.8.1). Diese Zellen sind kommerziell verfügbar und dazu geeignet, nach erfolgreicher 
Transfektion infektionsfähige vollständig assemblierte Viren zu produzieren. Mithilfe dieser Viren 
kann dann die zytosolische DHODH zusammen mit EGFP stabil in die genomische DNA der 
Zelllinien integriert werden. Dazu werden die Zielzellen mit produziertem Virus infiziert.  
 















Abb. 4.6: Vektorkarte  
pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN  (Visual Cloning 2000) 
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Die Zelllinie RetroPack 
TM 
PT 67 wurde wie in (3.2.8.8.1) beschrieben mit dem Plasmid pDHODH-
IRES2-EGFP-LXRN transfiziert. Der virustragende Überstand stand dann für Infektionen zur 
Verfügung bzw. konnte zur Konservierung tiefgekühlt werden. 
Die Infektion wurde, wie in 3.2.8.8.3 beschrieben, durchgeführt. Danach wurden die Zellen in 
verschiedene Aliquots aufgeteilt und mit Hilfe metabolischer Tests analysiert. Diese metabolischen 
Tests beinhalteten die Kultivierung unter verschiedenen Mediumbedingungen (Tab. 4.1): Medium 1 
als Positivkontrolle mit Pyruvat- und Uridin-Zusatz; Medium 2 ohne Uridin aber mit Pyruvat-
Zusatz, um zu überprüfen, ob eine Uridinunabhängigkeit besteht; Medium 3 ohne Zusätze, um die 
Pyruvatabhängigkeit zu untersuchen (Tab. 4.1). Als Kontrollen wurden alle drei Medien auch an 
nicht infizierten 0-Zellen aus derselben Zelllinie und an einer nicht-0-Zelllinie (143B.TK-) 
getestet. Damit sollte gezeigt werden, ob die Infektion eine Veränderung der metabolischen 
Eigenschaften der Zellen bewirkt, bzw. an Hand der nicht-0-Zelllinie sollte die grundsätzliche 
Eignung der drei Medien zur Kultivierung gezeigt werden (Positivkontrolle). 
Sechs Tage nach Beginn der Medium-Versuche 
teilten sich alle zu testenden Zellen in für die 
jeweilige Zelllinie üblicher Geschwindigkeit in 
Medium 1. Die 143B.TK
-
 -Zellen teilten sich nur sehr 
langsam in Medium 2 und 3. Zu diesem Zeitpunkt 
konnte bei den beiden 0-Zelllinien (transfiziert und 
nicht-transfiziert) nur beobachtet werden, dass kaum 
eine Teilungsaktivität in Medium 2 und 3 stattfand. 
 
Die Zellen wurden in den jeweiligen Medien über einen Zeitraum von drei Wochen kultiviert 
(3.2.8.1). Nach diesen drei Wochen war zu beobachten, dass sich die Teilungsaktivität der 
143B.TK
-
-Zellen normalisiert hat. Sie zeigten in allen drei Medien ein gleich schnelles Wachstums- 
und Teilungsverhalten (Abb. 4.7). 
Die untransfizierten 0-Zellen waren bis auf vereinzelte Zellen in Medium 2 und 3 abgestorben. Im 
weiteren Verlauf des Versuchs starben sie vollständig ab. In Medium 1 waren sie weiterhin normal 
gewachsen (Abb. 4.7). 
Die mit dem Vektor pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN transfizierten 0-Zellen zeigten in Medium 2 
eine Teilungsaktivität. Neben vielen apoptotischen Zellen fanden sich Inseln aus überlebenden, sich 
teilenden Zellen. In Medium 3 waren nahezu alle Zellen apoptotisch. Im weiteren Verlauf starben 
alle Zellen in Medium 3 ab (Abb. 4.7). 
Eine Grünfluoreszenz konnte zu keinem Zeitpunkt in den infizierten Zellen beobachtet werden. 
Medium Uridin-Zusatz Pyruvat-Zusatz 
1 + + 
2 - + 
3 - - 
Tab. 4.1: Die verschiedenen Zusätze zum 
Standard-Medium für den metabolischen 
Test 
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Abb. 4.7: Wachstumsverhalten der verschiedenen Zelllinien unter den verschiedenen 
Mediumbedingungen nach 2 Wochen Kultivierung; 200fach vergrößert 
 
Aliquots aus den transfizierten 0-Zellen aus Medium 1 und 2 wurden kryokonserviert.. 
 
4.7 Infektion der Zielzellen und deren DNA-Analyse und RNA-Expression 
4.7.1 DNA-Analyse der Kulturzellen (143B.TK- 0 mit DHODH aus Medium 2) 
 
Um eine Isolierung der genomischen DNA aus Kulturzellen durchführen zu können, musste zuerst 
eine größere Menge der gewünschten Zelllinie in Medium 2 angezüchtet werden (3.2.8.1). Die 
Isolierung der DNA erfolgte dann wie in 3.2.8.9 beschrieben nach zwei Wochen. Die so gewonnene 
DNA wurde dann mit Hilfe einer PCR-Amplifikation (3.2.5) analysiert (Scer-URA1-001-FOR, 
Scer-URA1-994-REV). Die Hefe-DHODH wurde dabei erfolgreich amplifiziert. Als Positiv-
Kontrolle wurde die DHODH aus Plasmid-DNA ebenfalls amplifiziert (Abb. 4.8). Außerdem wurde 
die DNA dieser Kulturzellen auf das Vorhandensein von mtDNA getestet (9500-FOR, 10021-
REV). Dieser Test bestätigte den 0-Charakter der Zellen (Abb. 4.9). Um die Ursachen der 
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fehlenden Grünfluoreszenz näher bestimmen zu können, wurde außerdem das EGFP-Gen 




1. DHODH (945 bp) 
2. Positivkontrolle 100 pg DHODH-Plasmid,  
3. Positivkontrolle GAPDH (421 bp) 
4 Negativkontrolle der GAPDH- 
    Primer 
5 Negativkontrolle der URA1- 
    Primer mit Plasmid-DNA 
 
1%iges Agarosegel Längenstandard Lambda DNA/ 
EcoRI + Hind III Marker, 135 V 20 min 
Abb. 4.8: Geldokumentation der PCR-Amplifizierung der DHODH aus genomischer DNA der 
Kulturzellen (143B.TK
-





1. mtDNA (521 bp) 
2. Negativkontrolle mtDNA,  
3. Positivkontrolle mit GAPDH (421 bp) 
4. Negativkontrolle der 
    GAPDH-Primer 
 
1%iges Agarosegel Längenstandard Lambda DNA/ 
EcoRI + Hind III Marker, 135 V 20 min 
Abb. 4.9: Geldokumentation der PCR-Amplifizierung der mtDNA aus genomischer DNA der 
Kulturzellen (143B.TK
-
 0 mit DHODH aus Medium 2) 
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1. EGFP (100 bp) 
2. Positivkontrolle mit 100pg Plasmid 
3. Negativkontrolle 
 
2%iges Agarosegel Längenstandard pUC MixMarker, 
135 V 18 min 
Abb. 4.10: Geldokumentation der PCR-Amplifizierung der EGFP-DNA aus genomischer DNA 
der Kulturzellen (143B.TK
-
 0 mit DHODH aus Medium 2) 
 
4.7.2 RNA-Analyse (RT-PCR)  
 
Weiterhin wurde eine RNA-Analyse der Zellen (143B.TK
-
 0 mit DHODH aus Medium 2) 
durchgeführt. Aus den Kulturzellen (3.2.8.1) wurde zunächst die Gesamt-RNA isoliert (3.2.8.10). 
Diese RNA wurde dann mit Hilfe einer RT-PCR (3.2.5.1.1) analysiert. In der reversen 
Transkription wurde in drei Ansätzen jeweils 3 µg RNA eingesetzt (Scer-URA1-995-REV). Die 
angeschlossene PCR-Reaktion diente dem Nachweis der Hefe-DHODH (Scer-URA1-001-FOR, 
Scer-URA1-995-REV). Als Positiv-Kontrolle wurde das Gen der GAPDH amplifiziert (GAPDH-





1. GAPDH-Kontrolle (421 bp)  
2. Negativkontrolle der GAPDH-Primer mit RNA  
3. Negativkontrolle der GAPDH-Primer mit Wasser 
4. DHODH (945 bp) 
5. Negativkontrolle der URA1-Primer mit RNA 
6. Negativkontrolle der URA1-Primer mit Wasser 
7. Positivkontrolle mit Plasmid-DNA 
 
1%iges Agarosegel Längen-standard Lambda DNA/ 
EcoRI + Hind III Marker, 135 V 20 min 
Abb. 4.11: Geldokumentation der RT-PCR der DHODH aus der Gesamt-RNA der Kulturzellen 
(143B.TK
-
 0 mit DHODH aus Medium 2) 
Es konnte also die spezifische RNA der DHDODH aus S. cerevisiae nachgewiesen werden. 
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5 Diskussion 
 
Bisher sind mitochondriale Funktionsstörungen an über 100 Erkrankungen beim Menschen beteiligt 
(FINSTERER 1997; SERVIDEI 2004). Nachdem Mitochondriopathien zu Beginn ihrer 
Beschreibung als seltene Erkrankungen eingeschätzt wurden, haben sie sich in den vergangenen 
Jahren als eine der Hauptursachen neurodegenerativer und neurometabolischer Erkrankungen des 
Menschen herausgestellt. Auch in der Veterinärmedizin wurden die ersten Fallbeispiele beschrieben 
und veröffentlicht (WENTINK et al. 1974; HOULTON und HERRTAGE 1980; PALMER et al. 
1988; HARPER et al. 1989; BREITSCHWERDT et al. 1992; VALBERG et al. 1994; SUMMERS 
et al. 1995; BRENNER et al. 1997; OLBY et al. 1997a; OLBY et al. 1997b; PLATT et al. 1999; 
WAKSHLAG et al. 1999; BRENNER et al. 2000; DESJARDINS et al. 2001; GRUBER et al. 2002; 
PACIELLO et al. 2003; BIELEFELDT-OHMANN et al. 2004; APPLEYARD et al. 2006). Die 
Bedeutung der Mitochondriopathien beim Tier ist bislang jedoch noch nicht absehbar.  
Um Mitochondriopathien unter Laborbedingungen erforschen zu können und so weitere und 
detaillierte Erkenntnisse über die Pathomechanismen zu erlangen, bedient man sich der so 
genannten ρ0–Zellen (KING und ATTARDI 1989). Dabei handelt es sich um Zellen, die über 
keinerlei mitochondriale DNA mehr verfügen. Anhand dieser Zellen kann die Beteiligung der 
Mitochondrien zum Beispiel vor einem gesunden Kernhintergrund näher bestimmt werden. Dazu ist 
es möglich, Mitochondrien aus Patienten auf diese Zellen zu übertragen. So sind 
Stoffwechselbesonderheiten genau zu beobachten und auch Therapieansätze können in vitro 
getestet werden. 
 
Derartige ρ0-Zellen wurden in der Vergangenheit mit Hilfe einer Inkubation unter Ethidiumbromid-
Zusatz entwickelt. Nachdem es möglich war, eine solche Modifizierung bei Hefezellen 
herbeizuführen (SLONIMSKI et al. 1968; GOLDRING et al. 1970; NAGLEY und LINNANE 
1970), wurde dieses System auf Vertebraten-Kulturzellen ausgedehnt.  
Zuerst wurden Vogelzellen in einen mtDNA-freien Zustand überführt (DESJARDINS et al. 1985). 
Danach wurden dann auch menschliche Zelllinien in den ρ0-Zustand gebracht: humane 
Osteosarkomzelllinien (KING und ATTARDI 1989), HeLa-Zellen (HAYASHI et al. 1991), 
Neuroblastomzellen (FUKUYAMA et al. 2002), Lymphozyten (CAI et al. 2000) und humane 
Leukämie-T-Zellen (ARMAND et al. 2004).  
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1997 gelang es Inoue et al. mtDNA-freie Mauszelllinien herzustellen. Dazu benutzte er allerdings 
nicht die Ethidiumbromid-Methode, sondern er verwendete Ditercalinium (INOUE et al. 1997). 
Vorherige Versuche mit Ethidiumbromid scheiterten bei diesem Zelltyp. 
Die Schwierigkeiten mit Hilfe von einer Ethidiumbromid-Behandlung murine C2-Zellen in den ρ0–
Zustand zu überführen, erklärt OKAMAOTO et al. mit der Funktion der multi drug resistance 
(MDR) (OKAMAOTO et al. 2003). Viele Zellen verfügen über diese Möglichkeit, kleine 
hydrophobe Moleküle mit Hilfe der MDR-Transportmoleküle aus der Zelle zu entfernen. Im Zuge 
der Ethidiumbromid-Behandlung steigt die MDR-Protein-Produktion noch weiter an. Dadurch wird 
eine Akkumulation von Ethidiumbromid innerhalb der Mäuse-Zelle effektiv verhindert. 
Die von (HAYASHI et al. 1991) beschriebene Kultivierung von ρ0- HeLa-Zellen konnte bislang 
von keiner anderen Arbeitsgruppe experimentell nachvollzogen werden (HAYASHI et al. 1991). 
Eine mögliche Erklärung hierfür kann mit einer etwaigen Veränderung des Genotyps der HeLa-
Zelllinie zusammenhängen. 
Mit Hilfe von Didescytidin gelang 1997 erstmals die Herstellung von mtDNA-freien Fibroblasten 
(NELSON et al. 1997). 
Eine neue Methode zur Herstellung von ρ0-Zelllinien ist die Verwendung von mitochondrial 
zielgesteuerten Endonukleasen, die selektiv die mitochondriale DNA zerstören. Ein solches 
Verfahren konnte von Kneissl etabliert werden (KNEISSL 2004). Dabei werden toxische Effekte 
auf die nukleäre DNA minimiert (KUKAT et al. 2008). Bisher verwendete Methoden schließen 
Interaktionen mit der Kern-DNA nicht aus, sondern beruhen lediglich auf der Tatsache, dass 
mitochondriale DNA empfindlicher auf die mutagenen Substanzen reagiert. 
Bislang ist es jedoch mit den verschiedenen Techniken zur Herstellung von ρ0–Zelllinien noch nicht 
bei jeder beliebigen Zelllinie gelungen, den ρ0–Zustand herbeizuführen und die Zellen über einen 
längeren Zeitraum zu kultivieren. Die von HAYASHI et al. beschriebene Kultivierung von HeLa-
Zellen im ρ0–Zustand stößt bei allen anderen Arbeitsgruppen bislang ebenfalls auf große Probleme. 
Auch über die Herstellung und Kultivierung von ρ0–Rattenzelllinien gib es bisher kaum 
Veröffentlichungen. 
 
Da ρ0–Zelllinien über keine funktionsfähige Atmungskette mehr verfügen, treten Probleme 
bezüglich des Zellstoffwechsels auf.  
Das Kulturmedium erreicht sehr schnell niedrige pH-Werte, da bedingt durch die Glykolyse, eine 
hohe Laktatproduktion stattfindet. Um diese Laktatproduktion überhaupt zu gewährleisten und 
somit den Energiestoffwechsel der Zelle zu ermöglichen, muss dem Medium Pyruvat zugesetzt 
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regeneriert. Dabei wird das aus dem Medium stammende Pyruvat zu Laktat konvertiert. Die 
endogene Pyruvatmenge und -produktion reicht bei dem erhöhten Aufkommen von 
Reduktionsäquivalenten nicht aus. 
Es wäre zudem denkbar, dass sich die intrazelluläre Verschiebung des NAD
+
-NADH-Verhältnisses 
zu Gunsten des NADH nicht ausreichend durch eine exogene Pyruvatgabe regulieren lässt. Zellen, 
die auf eine Alternative zur oxidativen Phosphorylierung zurückgreifen können, überleben ohne 
größere Probleme im ρ0–Zustand. Zellen, die diese Alternative nicht nutzen können, sind nicht über 
einen längeren Zeitraum im ρ0–Zustand kultivierbar. 
Eine weitere mögliche Erklärung für diese Probleme ist eine ungenügende Nutzung der exogen 
angebotenen Uridinmenge, so dass die endogene Uridinmenge der Zellen zu gering bleibt. Diese 
Störung des Nukleotidstoffwechsels lässt sich mit einem Überleben der Zellen nicht vereinbaren, da 
die DNA-Synthese eine der wesentlichen Stoffwechselleistungen der Zelle ist. 
 
Diese Stoffwechselprobleme bei der Kultivierung von ρ0-Zellen werden weiterhin Gegenstand der 
aktuellen Mitochondrienforschung bleiben und können nach dem heutigen Stand noch nicht 
endgültig zufriedenstellend erklärt werden. 
 
5.2 Bedeutung der DHODH 
 
Neben den notwendigen Pyruvat-Zugaben sind die ρ0–Zellen auch auf eine Supplementierung von 
Uridin angewiesen, da die zelleigene Synthese gestört ist. Uridin ist ein Baustein bzw. 
Ausgangsstoff der Nukleotide und somit für ein Überleben und eine adäquate Teilungsaktivität der 
Zelle essentiell. An der Uridin-de-novo-Synthese der Säugetierzelle ist die Dihydroorotat-
Dehydrogenase (DHODH) beteiligt. Im vierten Syntheseschritt konvertiert sie Dihydroorotat zu 
Orotat. Elektronenakzeptor dieser Reaktion ist das Ubiquinon, welches die Elektronen dann der 
Elektronentransportkette im Rahmen der Atmungskette zur Verfügung stellt. Neben dieser 
funktionellen Kopplung der DHODH an die Atmungskette besteht auch eine strukturelle 
Beziehung. Die DHODH ist als integrales Membranprotein in die innere mitochondriale Membran 
eingelassen und somit auch räumlich eng mit der Atmungskette verbunden. Da es bei der Synthese 
der Nukleotide in den ρ0–Zellen zu Problemen kommt, ist es wegen der oben beschriebenen 
Verbindungen zur Atmungskette wahrscheinlich, dass die DHODH der Auslöser für diese 
Syntheseprobleme ist. 
Um die ursächliche Beteiligung der DHODH an der Nukleotidstoffwechsel-Problematik der ρ0–
Zellen zu verifizieren und die Stoffwechselprobleme zu eliminieren, wurde im Rahmen dieser 
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Arbeit die Säugetier-DHODH ersetzt. Als Ersatz wurde die DHODH aus der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae gewählt, da dieses Enzym weder die strukturelle noch die funktionelle Kopplung an eine 
funktionsfähige Atmungskette aufweist. Die Hefe-DHODH liegt als lösliches Enzym zytosolisch 
vor und ist somit räumlich unabhängig vom Mitochondrium und der Atmungskette lokalisiert. 
Außerdem benutzt sie, anders als die Säugetiervariante, nicht Ubiquinon sondern Fumarat als 
Elektronenakzeptor. Da das Ubiquinon die direkte funktionelle Verbindung zur Atmungskette 
darstellt und diese abhängig von einem ungestörten Elektronentransport ist, sollte durch diese 
Veränderung die Atmungsketten-Abhängigkeit reduziert werden. Dieses sollte anhand der 
verschiedenen metabolischen Tests der transfizierten Kulturzellen untersucht werden. 
 
5.3 Ergebnisdiskussion 
5.3.1 Klonierung der DHODH aus S. cerevisiae 
 
Die erste Amplifizierung der DHODH wurde mit Hilfe einer direkten PCR aus der gesamten 
genomischen DNA von S. cerevisiae durchgeführt.  
Die erhaltene DNA des Gens der DHODH enthielt keine adäquaten Schnittstellen für eine 
gerichtete Klonierung, deshalb wurde sie zunächst ungerichtet in den pCR2-TOPO-Vektor kloniert.  
Da sich die Plasmid-DNA zwar als mutationsfrei, jedoch in reverser Orientierung herausstellte, 
wurden mit Hilfe einer weiteren PCR an beide Enden eine spezifische Schnittstelle für 
Restriktionsendonukleasen angefügt. Die dazu benötigten Primer wurden so ausgewählt, dass sie 
die neue Erkennungssequenz zusätzlich tragen.  
So konnte ein DNA-Fragment hergestellt werden, das neben der mutationsfreien DHODH an 
beiden Enden der DHODH-Sequenz so modifiziert war, dass eine gerichtete Klonierung ermöglicht 




Als erster Vektor wurde der pIRES2-EGFP ausgewählt, da dieser Vektor es nicht nur ermöglicht, 
direkt Kulturzellen zu transfizieren sondern zusätzlich durch die Grünfluoreszenz eine optische 
Verfolgung der Transfektion gestattet. 
Zunächst wurden die Funktionalität des Vektors und mögliche Nebeneffekte der zytosolischen 
DHODH in ρ0–Zellen der Linie 143B.TK- getestet. Es wurde eine bereits bestehende ρ0–Zelllinie 
ausgewählt, da es sich um generelle Betrachtungen des Vektors und seiner Effekte handelt. 
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Bei der verwendeten Zelllinie handelt es sich um 143B.TK
-
  ρ0 Klon 7, bei diesem Klon wurde der 
ρ0–Zustand mittels einer mitochondrial zielgesteuerten Endonuklease (EcoR-I) herbeigeführt. Das 
hat den Vorteil, dass etwaige negative Effekte auf die Kern-DNA vermieden werden. Bisherige 
Methoden (die Anwendung von Mutagenen wie Ethidiumbromid und Ditercalinium oder das 
Nukleosid-Analogon ddC) schließen solche Effekte nicht aus, so dass Folgen auf die Kern-DNA-
Struktur und Genexpression nicht absehbar sind. Die verwendete Zelllinie wurde freundlicherweise 
von der Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. 
Für diesen ersten Test wurde der Vektor pDHODH-IRES2-EGFP verwendet. Die Transfektion der 
Zellen sollte durch den optischen Marker EGFP (enhanced green fluorescent protein) visualisiert 
werden. Dieser wurde mit Hilfe einer IRES-site (internal ribosomal entry site) exprimiert.  
Die resultierende Grünfluoreszenz erstreckte sich dabei wie erwartet über das gesamte Zytoplasma 
der transfizierten Zellen. Beide Proteine (DHODH und EGFP) haben nach ihrer Synthese einen 
zytoplasmatischen Bestimmungsort. Die Fluoreszenz war jedoch nur verhältnismäßig schwach 
ausgeprägt. Nach einer Passagierung der transfizierten Zellen konnte keinerlei Grünfluoreszenz 
mehr nachgewiesen werden, so dass eine Selektion der positiven Klone mittels Klonierungszylinder 
nicht mehr möglich war.  
Die potentiell transfizierten Zellen zeigten im Verlauf des beobachteten Zeitraums (eine Woche) 
keinerlei unerwünschte Nebeneffekte, wie z.B. eine Toxizität der überexprimierten DHODH, da 
keine erhöhte Apoptoserate zu beobachten war und ihr Wachstum einen normalen Verlauf nahm. 
Eine abschließende Aussage konnte jedoch nach diesen Versuchen nicht getroffen werden. Der 
Zeitraum, in dem die Zellen analysiert und dokumentiert werden konnten, war aufgrund des 
Verlustes der ohnehin nur sehr schwach ausgeprägten Grünfluoreszenz zu gering. Ohne diese 
Grünfluoreszenz war es nicht möglich, eine gesicherte Aussage über das Gelingen der Transfektion 
zu machen. Da mit Hilfe der IRES-site zwei verschiedene Proteine unabhängig voneinander 
synthetisiert werden, kann außerdem anhand der Grünfluoreszenz nur bedingt auf die Syntheserate 
des anderen Proteins, in diesem Fall DHODH, geschlossen werden. 
Aufgrund der fehlenden Selektion durch die Grünfluoreszenz, wurden diese Versuche abgebrochen 
und durch Experimente mit einem anderen Vektor ersetzt. 
 
Eine mögliche Erklärung für die geringe bis fehlende Grünfluoreszenz kann in der verwendeten 
IRES-site begründet liegen. Diese artifizielle Ribosomen-Eintrittsstelle bindet die Ribosomen nicht 
sehr effizient und zuverlässig, so dass es insgesamt zu einer geringeren Transkriptionsrate kommt 
und damit nur eine geringe Menge des Proteins synthetisiert werden kann. Die daraus entstehende 
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Grünfluoreszenz wäre dann also nur zu schwach ausgeprägt, um sie als zuverlässigen optischen 
Marker nutzen zu können. 
Zudem ist es möglich, dass nur ein Teil des Vektors bei der Transfektion übertragen wurde, in 
diesem Fall nur die DHODH. Dann wäre die fehlende sichtbare Grünfluoreszenz auf ein völliges 
Fehlen der EGFP-DNA zurückzuführen. 
Die fehlende Grünfluoreszenz bei dem überwiegenden Teil der Zellen könnte aber auch durch eine 
nicht gelungene Transfektion bei diesen Zellen erklärt werden. Das kurzfristige Leuchten einzelner 
Zellen würde dann auf ein Externalisieren des Plasmids nach zuvor erfolgreicher Transfektion 
hindeuten. Zudem geht eine vorhandene Grünfluoreszenz relativ schnell verloren, wenn nicht über 





Um die ρ0–Zellen über einen längeren Zeitraum analysieren zu können und die oben genannten 
Probleme bei der Selektion durch Grünfluoreszenz zu lösen, wurde ein neuer Vektor hergestellt und 
auf seine Funktionalität getestet. 
Die Hefe-DHODH wurde mit Hilfe eines Retrovirusvektors (pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN) 
stabil in die genomische DNA der zu analysierenden Zellen integriert. Auch dieser Vektor war 
optisch mit Hilfe des EGFP einer IRES-site markiert. Die Infektion der Zellen erfolgte mittels 
virushaltigem Überstand. Dieser wurde von Zellen (RetroPack 
TM 
PT 67) nach der Transfektion mit 
dem Plasmid produziert. Diese Zellen waren in der Lage, ein vollständig infektionsfähiges Virus zu 
produzieren und zu assemblieren.  
Im Anschluss an die Infektion erfolgte eine erste Selektion der positiven Klone durch Geneticin. 
Die Geneticinresistenz war dabei auf dem eingebrachten Insert kodiert. Dieser Vektor war zwar 
erneut mit Hilfe von EGFP optisch markiert, durch die zusätzlich Geneticin-Resistenz konnte aber 
eine gewisse Unabhängigkeit der Experimente von einer Grünfluoreszenz erreicht werden. Die 
Geneticin-Resistenz verfügt über eine eigene von der IRES-site unabhängige Translations-
Initiationsstelle. 
Da es nach dieser Infektion der ρ0–Zellen (143B. TK- ρ0) erneut zu keiner nennenswerten 
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Als Ursache für die erneut fehlende Grünfluoreszenz kommt wieder die verwendete IRES-site in 
Betracht. Auch diesmal kann die Transkriptionsrate zu niedrig sein. Zudem ist es möglich, dass das 
EGFP-Gen nicht oder nur unvollständig in das Genom der Zellen integriert wurde. 
Die überlebenden Zellen wurden danach einem Stoffwechsel-Test und somit einer zweiten, diesmal 
metabolischen Selektion unterzogen, die eine Auswahl durch den optischen Marker ersetzen sollte. 
Eine so durchgeführte erfolgreiche Selektion setzt allerdings nicht nur ein Gelingen der Infektion 
der Zellen voraus, sondern auch definitive metabolische Unterschiede. Bei einer fehlenden 
Selektion mit Hilfe der Kultur-Medien kann also trotzdem eine Infektion stattgefunden haben. Es 
wäre möglich, dass es zwar zu einer Integrierung der DHODH in das Genom der Zellen kam, die 
Proteinsynthese jedoch gestört ist bzw. das entstandene Protein in der Säugetierzelle funktionslos 
ist. Gründe dafür könnten sowohl in der posttranslationalen Modifizierung als auch im 
Temperaturoptimum des Enzyms liegen. Etwaige Cofaktoren aus der Hefezelle könnten zudem in 
der Säugetierzelle nicht oder nur ungenügend vorhanden sein, so dass zwar die DHODH 
synthetisiert wird, die Aktivität aber so gering ist, dass es zu keiner ausreichenden Erhöhung an 
Uridin kommt. 
 
Neben einem Kontrollmedium (Selektionsmedium 1, mit Uridin- und Pyruvat-Zusatz) wurde ein 
Medium mit Pyruvat-Zusatz, aber Uridin-frei (Selektionsmedium 2) verwendet. Mit Hilfe dieses 
Mediums sollte die Unabhängigkeit der Zellen gegenüber einer exogenen Uridingabe gezeigt 
werden. Selektionsmedium 3 enthielt weder einen Uridin- noch einen Pyruvat-Zusatz. Mit diesem 
Medium sollte die bestehende Pyruvat-Abhängigkeit der 0-Zellen dargestellt werden.  
Neben den zu testenden infizierten Zellen wurden als Kontrollen auch untransfizierte 0-Zellen aus 
derselben Zelllinie und 143B. TK
-
 -Zellen als mitochondrienhaltige Nicht-0-Zellen getestet.  
 
In Medium 1 überlebten alle drei getesteten Zelllinien. Damit konnte gezeigt werden, dass die 
retroviral genetisch veränderten 0-Zellen prinzipiell über einen längeren Zeitraum überleben 
können und nicht anhand anderer unerwünschter Effekte der Infektion und Exprimierung einer nicht 
arteigenen DHODH in ihrem Wachstum gehemmt sind oder gar apoptotisch werden. Es konnte 
allerdings in diesem Fall keine endgültige Aussage über die tatsächliche Infektionsrate gemacht 
werden, da die Selektion nur indirekt über Geneticin erfolgte und nicht direkt über eine 
Grünfluoreszenz ständig nachzuweisen war. 
Das Medium 1 erwies sich außerdem, wie erwartet, als geeignet für die Kultivierung von nicht 
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In Medium 3 überlebten ebenfalls die als Positiv-Kontrolle eingesetzten 143B. TK
-
 -Zellen. Damit 
wurde die generelle Eignung dieses Mediums für die Kultivierung von Zellen nachgewiesen. Die 
beiden 0-Zelllinien wurden allerdings vollständig apoptotisch. Im Zusammenhang mit den 
Ergebnissen der Kultivierung in Medium 2 (s.u.) ist dieses Ergebnisse als unbedingte Abhängigkeit 
der 0-Zellen von einer Pyruvat-Supplementierung anzusehen. Die Veränderungen im 
Nukleotidstoffwechsel haben auf den Pyruvatbedarf der Zellen also keinerlei Auswirkung. Dieses 
Ergebnis entspricht den Erwartungen und bestätigt die Nutzungsmöglichkeit von Pyruvat als 
metabolischen Selektionsmarker für 0-Zelllinien auch nach der Infektion mit dem Vektor 
pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN. 
 
Die Kultivierung in Medium 2 führte bei den unveränderten 0-Zellen zur Apoptose.  
Die als Positiv-Kontrolle eingesetzten 143B. TK
-
 -Zellen überlebten, verringerten allerdings 
vorübergehend ihre Teilungsaktivität (wie in Medium 3 ebenfalls beobachtet). Nach einem 
Zeitraum von drei Wochen war ihr Teilungsverhalten als normalisiert anzusehen. Da diese Zellen 
vor dem metabolischen Test ebenfalls in 0-Kulturmedium, also unter Pyruvat- und Uridin-Zusatz 
kultiviert wurden, ist es wahrscheinlich, dass sich ihre Stoffwechselleistung an die neuen 
Mediumbedingungen anpassen musste. Die jetzt in größerer Menge benötigten Enzyme mussten 
zunächst synthetisiert werden, um die notwendigen Stoffwechselwege mit ausreichender Effizienz 
zu gewährleisten. Die kurze Phase der verringerten Teilung ist also als Adaptationsphase in einem 
neuen Kulturmedium aufzufassen.  
Die retroviral infizierten 0-Zellen zeigten zu Beginn des Tests in Medium 2 eine hohe 
Apoptoserate. Es starben jedoch nicht alle Zellen ab, sondern es kam zu einer „Inselbildung“ aus 
überlebenden Zellen. Diese „Inselbildung“ ist auf die Proliferation einzelner Zellklone 
zurückzuführen. Das legt die Vermutung nah, dass nur diese Zellen eine funktionsfähige Hefe-
DHODH stabil in ihr Genom integriert haben und auch exprimieren. Diese gibt den Zellen die 
Möglichkeit, in Medium 2 zu wachsen, da sie nicht mehr auf exogenes Uridin angewiesen sind. Die 
Apoptose der umliegenden Zellen ist darauf zurückzuführen, dass ihnen nicht oder nicht in 
ausreichender Menge eine funktionsfähige DHODH zur Verfügung steht. Das kann entweder in 
einer fehlenden oder einer unvollständigen bzw. fehlerhaften Integrierung in das Genom begründet 
sein. Zudem könnte es auch Probleme in der posttranslationalen Modifizierung gegeben haben. 
Außerdem wäre ebenfalls möglich, dass die überlebenden Zellen ihren 0-Charakter verloren haben 
(SPEES et al. 2006). Das kann über den Weg der Kontamination mit mtDNA-haltigen Zellen 
erfolgen, da bei einer solchen Cokultivierung funktionsfähige Mitochondrien auf andere Zellen 
übertragen werden können. 
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Um diese Ergebnisse mit ihren Schlussfolgerungen zu belegen, wurden die überlebenden Zellklone 
retrospektiv analysiert. Die bis zu diesem Zeitpunkt ausschließlich über die Selektionen vermutete 
Annahme, dass diese Zellen die Hefe-DHODH exprimieren und nutzen können, sollte verifiziert 
werden.  
 
5.3.4  Retrospektive Analyse der mit pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN infizierten Zellen 
5.3.4.1 DNA-Analyse 
 
Die DNA der in Medium 2 selektierten 0-Zellen wurde retrospektiv analysiert. Dazu wurde zuerst 
die gesamte genomische DNA isoliert und gereinigt. Im Anschluss daran fanden PCR-Analysen 
statt.  
 
Mithilfe der ersten Analyse wurde das Gen der Hefe-DHODH im Genom der Kulturzellen 
nachgewiesen. Damit konnte sicher gezeigt werden, dass die infizierten und in Medium 2 
selektierten Zellen das DHODH-Gen tatsächlich in ihr Genom integriert hatten. In dieser PCR 
wurde mit Hilfe der GAPDH-Primer eine Positiv-Kontrolle durchgeführt. Das Gen der GAPDH 
kommt in allen humanen Zellen vor. Als weitere Positiv-Kontrolle wurde die DHODH zusätzlich 
aus 100 pg Plasmid-DNA (pCR-II-DHODH-TOPO) amplifiziert. Es wurden zwei Negativ-
Kontrollen mit Wasser für jedes Primer-Paar durchgeführt. Alle Kontrollen ergaben das erwartete 
Ergebnis. Es wäre jedoch denkbar, dass sich das Gen der DHODH extrachromosomal in den 
untersuchten Zellen befindet. Diese Möglichkeit kann mit den verwendeten Tests nicht 
ausgeschlossen werden. 
 
Um einen Verlust der 0-Eigenschaften sicher ausschließen zu können, wurde außerdem versucht 
mtDNA anhand eines spezifischen Primer-Paares (9500-FOR, 10021-REV) nachzuweisen. Dieser 
Nachweis misslang wie erwartet, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen über 
keine mtDNA verfügen, also 0 sind. Als Positiv-Kontrolle wurde auch dieses Mal die GAPDH 
verwendet. Es wurde eine Negativ-Kontrolle für jedes Primer-Paar mit Wasser durchgeführt. Beide 
Kontrollen erzielten das erwartete Ergebnis. 
 
Um die fehlende Grünfluoreszenz näher zu analysieren, wurde die genomische DNA der Zellen 
zusätzlich auf den Erhalt des EGFP-Gens getestet (EGFP-068-FOR, EGFP-154-REV). Auch in 
diesem Fall wurden eine Positiv-Kontrolle mit Plasmid-DNA (pDHODH-IRES2-EGFP) und eine 
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Negativ-Kontrolle mit Wasser durchgeführt. Diese erbrachten das erwartete Ergebnis. Da dieser 
Test positiv ausfiel, kann davon ausgegangen werden, dass das EGFP-Gen in die DNA integriert 
wurde. Die beiden Proteine (EGFP und DHODH) wurden also nicht in der IRES-site getrennt oder 
nur unvollständig integriert. Die Erklärung der zu geringen Expression aufgrund der IRES-site 
scheint also am wahrscheinlichsten. Für eine vollständige Klärung werden jedoch weitere Versuche 
notwendig sein. Möglich wäre z.B. eine quantitative Bestimmung des EGFP mittels real-time PCR, 




Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Gen der DHODH erfolgreich in das Genom der 
Kulturzellen integriert wurde, sollte nun auch verifiziert werden, dass dieses Gen tatsächlich 
exprimiert wird. Dazu wurde die mRNA der DHODH in der Zelle nachgewiesen. Nach einer 
Isolierung und Reinigung der Gesamt-RNA wurde eine RT-PCR für die DHODH (Scer-URA1-001-
FOR, Scer-URA1-944-REV) durchgeführt. Es konnte spezifische RNA für die Hefe-DHODH 
nachgewiesen werden. Damit konnte sicher gezeigt werden, dass die DHODH in den 0-Zellen 
einer Transkription unterzogen wurde.  
Als Positiv-Kontrolle wurde eine reverse Transkription mit anschließender PCR-Amplifikation der 
GAPDH durchgeführt. Sowohl mit den GAPDH- als auch mit den DHODH-Primern wurde eine 
Negativ-Kontrolle mit Wasser durchgeführt. Um eine Kontamination der RNA mit DNA 
auszuschließen, wurde zudem eine PCR mit der DNAse behandelten RNA durchgeführt. Eine 
weitere Positiv-Kontrolle der DHODH wurde mithilfe von PlasmidDNA ausgeführt. Auch hier 
bestätigten sämtliche Kontrollen den Test. 
 
5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
Zusammen mit den Ergebnissen der metabolischen Tests zeigen die DNA- und RNA-Analysen, 
dass das Gen der Hefe-DHODH in das Genom der 0-Zellen mit Hilfe des Retrovirusvektors 
(pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN) eingebracht, von dort abgelesen und das synthetisierte Enzym, 
die DHODH, von den Kulturzellen in genügend großer Menge synthetisiert wird. Die Möglichkeit 
der einfachen metabolischen Selektion der ρ0-Zellen mithilfe der Pyruvatabhängigkeit bleibt bei 
diesen modifizierten Zellen erhalten. 
Mithilfe der zytosolischen DHODH aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte den humanen 
ρ0-Kulturzellen (143B. TK- ρ0) ein neuer Stoffwechselweg zur Nukleotid-Biosynthese ermöglicht 
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werden. Diese Nukleotid-Synthese ist unabhängig von einer funktionierenden Atmungskette und 
ermöglicht somit die Pyrimidin-de-novo-Synthese der ρ0-Zellen. Dies zeigte sich in der 
Unabhängigkeit der Zellen von einer exogenen Uridinzufuhr.  
Mit dieser Forschungsarbeit wurde erstmals die Hypothese der Uridin-Supplementierung als 
entscheidender Faktor bei der Herstellung der ρ0-Zellen bewiesen. 
 
Trotz des positiven Ergebnisses und den damit entstandenen neuen Möglichkeiten, bleiben auch am 
Ende dieser Forschungsarbeit weiterhin Fragen offen, bzw. werden neue Fragen aufgeworfen. Die 
Ursachen für die geringe Grünfluoreszenz durch beide Vektoren kann in weiteren Versuchen 
ermittelt werden. Dazu sollte die Menge an DHODH und EGFP in den transfizierten Zellen genau 
quantifiziert werden. Bei unzureichender Menge an EGFP wäre es dann sinnvoll eine neue, 
effizientere Translations-Initiation für das EGFP auszuwählen und einzusetzen. 
Bei Zelllinien, die bisher aufgrund der Probleme der Nukletidsynthese nicht oder nur kurzfristig 
bzw. nicht reproduzierbar in den ρ0-Zustand überführbar waren (z.B. HeLa-Zellen), kann mit Hilfe 
der zytosolischen Hefe-DHODH versucht werden, diese doch über einen längeren Zeitraum 
mtDNA-frei zu kultivieren. Dazu kann nun der neu entwickelte fertige Retrovirusvektor benutzt 
werden. 
Nach der Kultivierung in Selektionsmedium werden die genetisch so veränderten Zellen mit 
verschiedenen Methoden (Ethidiumbromid, mitochondrial zielgesteuerte 
Restriktionsendonukleasen) in den ρ0-Zustand überführt. Die Überlebensrate der ρ0-Zellen könnte 
über einen längeren Zeitraum dokumentiert werden. Anschließend sollten überlebende Zellen mit 
Hilfe von metabolischen Tests (Kultivierung ohne Pyruvat) bzw. mittels molekularbiologischer 
Analyse des Genotyps eindeutig als ρ0-Zellen identifiziert werden. 
 
Mit der erfolgreichen Entwicklung des Vektors und der gelungenen, effizienten Modifizierung des 
Zellstoffwechsel, ist somit ein weiterer wichtiger Schritt in die Richtung der universellen ρ0-
Kultivierbarkeit von Säugetierzellen geleistet worden. 
Dieser Schritt – die Schaffung von Uridin-autarken ρ0-Zellen – ist ein entscheidender Baustein für 
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Ziel dieser Doktorarbeit war es, eine Verbesserung der Herstellung und Kultivierung von Rho0-
Zelllinien zu erreichen.  
Die bisher notwendige Uridin-Supplementierung sollte durch eine Modifizierung des 
Zellstoffwechsels, insbesondere der De-novo-Synthese von Pyrimidinen, ersetzt werden. Die 
membranständige, ubiquinonabhängige Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH) der Säugetiere 
wurde durch eine zytsolische DHODH der Hefe S. cerevisiae, die Fumarat als Elektronenakzeptor 
besitzt, ersetzt. 
Dazu wurden zunächst mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) das URA-1-Gen der 
DHODH aus der genomischen DNA von S. cerevisiae amplifiziert. Anschließend wurde das Gen 
als Insert in den pCR-II-TOPO-Vektor kloniert und vervielfältigt. Dieses Plasmid diente als 
Ausgangspunkt für die Herstellung verschiedener anderer Vektoren: pDHODH-IRES2-EGFP und 
pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN.  
Mit Hilfe des Vektors pDHODH-IRES2-EGFP wurden 0  -Zellen der Linie 143B.TK- Rho0  Klon 
7 transfiziert und die eingebrachte DHODH auf eventuelle Nebeneffekte, wie z.B. Toxizität für die 
Kulturzellen, überprüft. 
Der retrovirale Vektor pDHODH-IRES2-EGFP-LXRN wurde zur Transfektion  einer verpackenden 
Zelllinie, RetroPack 
TM
 PT 67, und damit zur Retrovirenproduktion benutzt. Mit den so 
hergestellten Retroviren wurden dann Zellen der Linie 143B.TK- Rho0 infiziert und die 
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zytosolische DHODH stabil in ihre genomische DNA integriert. Nach dieser Veränderung wurden 
die Zellen metabolischen Tests unterzogen: Kultivierung in Medium ohne Uridin-
Supplementierung, mit Pyruvat-Supplementierung und Kultivierung in uridin- und pyruvat-freiem 
Medium. Die infizierten Zellen überlebten in uridinfreiem Medium, die Pyruvat-Abhängigkeit blieb 
allerdings erhalten.  
Den Zellen wurde also ein neuer atmungsketten-unabhängiger Weg zur Nukleotidsynthese 
ermöglicht. 
Im Anschluss an diese Versuche mussten die Kulturzellen noch retrospektiv analysiert werden, um 
den endgültigen Beweis zu erbringen, dass sie immer noch im Rho0-Zustand waren und die 
zytosolische DHODH aus S. cerevisiae wirklich enthielten. Zu diesem Zweck wurde die 
genomische DNA aus den Kulturzellen isoliert und anschließend mittels PCR analysiert. Zur 
Kontrolle der DHODH-Produktion der Zellen wurde eine RT-PCR angefertigt. 
Die Kontrolluntersuchungen bestätigten die Ergebnisse der metabolischen Tests.  
Metabolische Tests, sowie die DNA- und RNA-Analysen zeigen, dass die zytosolische DHODH 
aus S. cerevisiae mit Hilfe des Retrovirusvektors in das Genom von Rho0-Zellen eingebracht 
wurde, von dort abgelesen wird und das synthetisierte Enzym funktionsfähig und in genügend 
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The aim of this project was the improvement of the production and cultivation of rho0 cell lines. 
Until now it was necessary to add uridine to the culture-medium. We intended to replace these 
cultureconditions by means of a modification of the DHODH as part of the uridine-de novo-
synthesis. This modification consists of substituting the mammalian DHODH, which is connected 
structurally and functionally to an intact respiratory chain, with the cytosolic yeast DHODH with 
fumarate as electron acceptor.Using yeast nuclear DNA we performed a PCR-amplification of the 
URA1-gene, which decodes the DHODH. Afterwards this gene was cloned into the pCRII-TOPO 
vector to multiply the plasmid DNA including the DHODH as source of further cloning steps. Thus 
we created two more cloning-vectors: pDHODH-IRES2-EGFP and pDHODH-IRES2-EGFP-
LXRN.The vector pDHODH-IRES2-EGFP was tested in rho0-cells (143B.TK- ρ0 clone no. 7) to 
exclude unexpected side-effects due to a potential toxicity for the cells. 
With the retroviral pDHODH-IRES2-EGFP vector we transfected a packaging cell-line (Retro Pack 
TM
 PT 67) in order to assemble and produce infection-competent virus particles. This virus was used 
to infect a rho0 cell line (143B.TK- ρ0) in order to integrate the new gene into their genome. These 
modified cells were tested metabolically under different conditions of uridineless medium: with and 
without pyruvate substitution. The infected cells were able to survive without exogenous uridine 
supplementation, however, their pyruvate-dependence did not change. These results show that we 
introduced a new pathway for the nucleotide-synthesis of rho0-cells, which is not related to an 
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intact respiratory chain.In addition the modified cells were analyzed to prove their rho0-state. 
Therefore we isolated and purified the DNA and performed a PCR-analysis. 
The RNA-synthesis of these cells was demonstrated by an RT-PCR-analysis. Metabolic tests, as 
well es DNA and RNA analyses showed that the construct was functional an in a sufficient amount 
available in the targeted cell.
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